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RESUMEN

La presente investigacion permitid desarrollar el conocimiento
cientifico del tallo de cashahuasca (Serjania cf. rubicaulis Benth), planta que
crece en la Amazonia peruana. El tallo se caracteriz6 quimicamente vy
fitoquimicamente, se evalud la capacidad antioxidante de los extractos
acuosos, etandlicos y se elabord una bebida funcional. El analisis fitoquimico
se determiné por los métodos descritos por LOCK DE UGAZ (1988), la
capacidad antioxidante frente a los radicales DPPH y ABTS™* se determinaron
por métodos descritos por BRAND-WILLIAMS et al. (1995) y PELLIGRINI ef al.
(1999). El analisis estadistico empled el disefio completo al azar con arreglo
factorial 3*2 y la prueba de Tukey (p<0,05); se utilizé el software InfoStat
version 2011/Profesional. El tallo de cashahuasca de la fase superior mostré un
contenido de 77,99 + 0,416 % de humedad y 9,35 * 0,206 % de proteina. Se
encontré cantidades abundantes y regulares de flavonoides y glicésidos en los
tallos de las fases intermedia e inferior y una cantidad regular de compuestos
fendlicos en todos los tallos. Los extractos acuosos y etandlicos de tallos de la
fase intermedia de crecimiento, presentaron mayor capacidad antioxidante
frente a los radicales DPPH y ABTS™, con valores AAl entre 0,56 + 0,0046 a
0,66 + 0,0123 ug DPPH/ug extracto y con valores TEAC entre 0,050 a 0,137 ug
Trolox/ug extracto, respectivamente. La bebida funcional elaborada con 150
mg/mL de extracto, fue mejor calificada en los atributos olor y color; con un

contenido en polifenoles totales de 510,01 + 0,81 mg EAG/100 mL de muestra.



|  INTRODUCCION

El presente trabajo es un aporte al conocimiento cientifico de las
caracteristicas quimicas, fitoquimicas y capacidad antioxidante de extractos
acuosos y etandlicos del tallo de cashahuasca (Serjania cf. rubicaulis Benth),
planta que crece en la Amazonia peruana.

Las posibilidades de fomentar el uso y consumo de los productos
naturales va a depender en gran medida del conocimiento que se disponga
sobre sus principales componentes quimicos, caracteristicas fisicas,
nutricionales y funcionales. El poder de las plantas tradicionalmente utilizadas
por su capacidad funcional, se ha asociado frecuentemente con su capacidad
antioxidante, por ello el encontrar extractos en los que se demuestre dicha
capacidad puede proporcionar productos con una actividad protectora en
contra de la generacion de radicales libres.

Las plantas son fundamentales en el desarrollo de nuevos
productos. Su accidn preventiva o curativa se debe a sustancias quimicas que
provocan un efecto fisiolégico en el organismo. Estas sustancias se conocen
como principios activos y, generalmente son productos del metabolismo
secundario de la planta. Los principios activos tienen propiedades medicinales
o preventivas, o funcionan incrementando el bienestar.

La importancia de la presente investigacion radica en brindar un

nuevo conocimiento acerca de la cashahuasca, a la que se atribuyen
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tradicionalmente propiedades medicinales que aun no han sido estudiadas; por
tal motivo los objetivos establecidos para la investigacién fueron:

- Caracterizar quimicamente el tallo de cashahuasca.

- Caracterizar fitoquimicamente el tallo de cashahuasca

Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos acuosos y etandlicos.

Elaborar una bebida funcionai.



il REVISION DE LITERATURA
2.1 Aspectos generales de cashahuasca
2.1.1 Origen y distribucion

Serjania cf. rubicaulis Benth. ex Radlk, pertenece al género
neotropical Serjania Mill,, que comprende 230 especies representadas
principalmente en el neotropico. Es una trepadora nativa de los Andes, Zonas
Bajas, Yungas y Bosque Humedo, vive hasta los 2000 msnm (FERRUCCI,
2004). Se encuentran distribuida en las Regiones de Amazonas, Cuzco,
Huanuco, Junin, Lorero, Pasco y San Martin (MINAM, 2010).

2.1.2 Clasificacion taxonémica

Reino . Plantae

Divisién . Magnoliophyta

Clase . Magnoliopsida

Orden . Sapindales

Familia . SAPINDACEAE
Género . Serjania

Especie . Serjania cf. rubicaulis

Fuente: Herbario San Marcos-USM, Sistema de clasificacién de CRONQUIST (1988).



2.1.3 Descripcion botanica

Pertenece a la tribu Paullinieae, y se reconoce faciimente dentro de
la tribu por los frutos esquizocarpicos, 3 mericarpos samaroideos con la porcion
seminifera en la parte distal y alas proximales, son mericarpos indehiscentes.

Son trepadoras lefiosas, ramas acanaladas en 5 surcos; con
bordes rojizos donde se encuentras espinas a los largo del tallo y las ramas.
Hojas ftrifoliadas, imparipinnadas o bipinnadas (filiolos basales compuestos).
Foliolos dentados o serrados. Las hojas a menudo son de 10 a 12 cm de largo
y 4 a 5 cm de ancho, a veces mas pequeno, rara vez mucho mas amplio, flores
pequenas o medianas (FERRUCCI, 2004).
2.2 Antioxidante y radicales libres

2.2.1 Definicion

El antioxidante al colisionar con el radical libre (RL) le cede un
electron, oxidandose a su vez y transformandose en un RL débil no tdxico
(RODRIGUEZ et al., 2001). Los procesos de antioxidantes incluyen: Inhibicién
de radicales para prevenir su propagacion, hidrélisis enzimatica de enlaces
ésteres para remover acidos grasos peroxidados de lipidos, quelamiento de
iones metalicos de transicién y reduccion de peréxidos por catélisis enziméatica
(THOMAS, 2000). Un antioxidante es una sustancia que aun en
concentraciones mas bajas que el sustrato oxidable, disminuye
significativamente o inhibe Ia oxidacion del sustrato (RUIZ et al., 2008; GARCIA
et al, 2001). El sistema de defensa antioxidante esta constituido por
compuestos de naturaleza enzimatica como: superéxido dismutasa, catalasa,

glutation peroxidasa y compuestos de naturaleza no enzimatica como: vitamina
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E, beta-caroteno, vitamina C, glutation reducido, albumina, flavonoides y
metales de transicion como Se, Cu, Zn, entre otros (RAMOS et al., 2008). Se
dividen en dos categorias: antioxidantes enddgenos (enzimaticos) vy
antioxidantes exégenos (no enzimaticos) (PINEDA, 2005). Todo antioxidante
prolonga la vida util de los alimentos protegiéndolo contra el deterioro causado
por la oxidacion (PSZCZOLA, 2001).
2.2.2 Tipo de antioxidantes
2.2.2.1 Antioxidantes endégenos

GONZALES-TORRES et al., (2000) mencionan que los
antioxidantes endogenos o antioxidantes enzimaticos actian a nivel
intracelular, son sintetizados como la superdxido dismutasa (mitocondrial,
citoplasmatica y extracelular). Existen tres sistemas principales de enzimas
antioxidantes: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CTL) y glutation
peroxidasa (GPX) (PINEDA, 2005).

2.2.2.2 Antioxidantes exégenos

Segun POLYAKOV et al, (2001), los antioxidantes
exdgenos 0 nNo enzimaticos, transforman los radicales en menos agresivos.
Entre ellos tenemos: flavonoides, alfa tocoferoles (vitamina E), beta-caroteno,
acido ascérbico, glutation y uruto. Las plantas producen una gran variedad de
productos secundarios que contienen grupos fenoles, flavonoides, lignina y
taninos condensados (POKORNY ef al., 2005).

Los antioxidantes exdgenos son los que se ingieren con
la dieta encontrandose en diversos alimentos como las frutas y verduras.

Otro antioxidante es el beta caroteno, precursor de la vitamina A y se halla
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presente sélo en los alimentos de origen vegetal como las frutas y verduras,
amarillas y anaranjadas, como la naranja, el durazno, el melén, el pomelo, el
mango, la zanahoria y la espinaca. Los carotenos son sensibles a la oxidacién
que se acelera por la presencia de luz y tienen un efecto favorable para el
sistema inmunoldgico, protegen a la piel contra la radiacion ultravioleta, poseen
un efecto protector especifico de los tejidos. Su funcidon como antioxidante es
detoxificar el oxigeno libre reactivo (PINEDA, 2005).

La vitamina E, conocido también como tocoferol es
liposoluble, se encuentra en el interior de las membranas citoplasmaticas,
actita como blogueador de las reacciones redox en cadena evitando la
peroxidacion lipidica; en la naturaleza existen cuatro isomeros de este
compuesto: a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y &-tocoferol. Se considera
como factor de proteccion en la enfermedad cardiovascular, al evitar la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Entre otras acciones la
vitamina E también es capaz de neutralizar el oxigeno en singlete y peroxidos,

capturar radicales hidroxilo y capturar el anién superéxido (PINEDA, 2005).



Cuadro 1. Clasificacion de los antioxidantes.

Ex6genos Enddégenos Cofactores
Vitamina E Glutatiéon Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinca
Betacaroteno Acido tiéctico Manganeso
Flavonoides Enzimas: Hierro

Superoéxidodismutasa

(SOD)

Catalasa

Glutation peroxidasa
Licopeno Selenio

Fuente: CRIADO, C. (2008)

2.2.3 Polifenoles

Los polifenoles son importantes para la fisiologia de las plantas
pues constituyen a la resistencia de microorganismos e insectos (CASARES,
2010; VON, 2011). Son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten
la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos
sustituidos por funciones hidroxilicas (GUTIERREZ, 2002); provenientes del
metabolismo secundario de las plantas y se encuentras naturalimente en
alimentos y bebidas de origen vegetal (PADILLA et al., 2008).

Los compuestos fendlicos exhiben un amplio rango de propiedades
fisiolégicas, tales como antialérgico, antiinflamatorio, antimicrobiano,
antioxidante, antitrombético, proteccion cardiovascular y efectos vasodilatador,
estos compuestos han sido asociados con la salud por los beneficios que
aportan en el consumo de frutas y vegetales, esto es atribuido a su actividad

antioxidante (BALASUNDRAM et al., 2005).
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Estos compuestos pueden dividirse en flavonoides y no
flavonoides, segun sean o no derivados de la estructura basica del
ﬂuorogluﬁinol (MARMOL et al., 2009).

El método de Folin-CiocaIteu, se basa en la capacidad de los
feholes para reaccionar con agentes oxidantes; contiene molibdato y tungstato
sbdico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotungstico (GUTIERREZ ef al, 2008); es un compuesto
estable y sblo pierde 5 % de su valor real después de dos semanas de
refrigerado y tapado (AQUINO et al., 1989).

Los polifenoles pueden ser divididos en varios subgrupos
atendiendo a su estructura basica. Los flavonoides, con estfuctura basica C6-
C3-C6, incluyen a las antocianinas, los flavonoles y flavonas (TOMAS, 2003);
se conocen como diez clases de flavonoides, todos contienen quince atomos
de carbono en SQ nucleo basico, en la cual dos anillos aromaticos A y B estan
unidos por una unidad de tres carbonos que pueden o no forman un tercer
anillo, que en caso de existir es llamado anillo C (LOCK DE UGAZ, 1988).

Los flavonoides se clasifican en varios grupos: Chalconas,
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas,
epicatequinas, auronas, isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides, etc.

(MARTINEZ et al., 2002).

Figura 1. Nucleo basico de un flavonoide.
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2.2.4 lLos compuestos fendlicos en las plantas
Los fenoles son compuestos quimicos ampliamente distribuidos en
las plantas como producto de su metabolismo secundario, algunos de los
cuales son indispensables para su funcionamiento y otros son utiles en los
mecanismos de defensa bajo situaciones de tensidn (KIM et al., 2003) y contra
el ataque de organismos patogenos (BAKAN et al., 2003). También se vincula
el consumo de estos fitoquimicos con beneficios a la salud, debido a sus
propiedades antioxidantes (GALLARDO et al., 2006) y anticancerigenas
(ZHAOHUI y MOGHADASIAN, 2008).
El acido galico, catequina, rutina, acido elagico y quercitina son
compuestos fendlicos (SAMEE y VORARAT, 2007).

OH

Figura 3. Forma simple de un fenol.

2.2.5 Radicales libres
Un radical libre es una especie quimica (molécula o atomo) capaz
de existir independientemente, el cual contiene uno o mas electrones
desapareados (GUIJA ef al., 2005; GARCIA et al., 2001; GONZALES-TORRES
et al., 2000), confiriéndole una configuracidn espacial que genera una alta
inestabilidad, siendo extraordinariamente reactivo y de vida efimera

(RODRIGUEZ et al., 2001).
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Cualquier molécula o atomo que contiene uno o mas electrones
desapareados es un radical libre; por lo tanto, los radicales libres intentaran
arrancar un electron de otra molécula y en este proceso rompen otras parejas
de electrones para conseguir su propio apareamiento creando asi moléculas
inestables generandose una reaccion en cadena (ANDERSON y PHILLIPS,
2001).

La vida media bioldgica del radical libre es de microsegundos, pero
tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor
provocando un gran dafio a moléculas, membranas celulares y tejidos. Los
radicales libres no son intrinsecamente deletéreos; de hecho, nuestro propio
cuerpo los produce en cantidades moderadas para luchar contra bacterias y
virus (FINKEL y HOLBROOK, 2000).

Los radicales libres pueden generarse también a partir de fuentes
exdgenas, como las radiaciones ionizantes, ultra violeta, la visible o térmica,
algunos productos quimicos carcindgenos (aumento de metales pesados,
xenobidticos, componentes de tabaco, pésticidas), también diversos
medicamentes y drogas antitumorales pueden inducir la liberacion de radicales
libres como el acetaminofén, andriamicina, neomicina, polimixina B; la
kanamicina, la gentamicina y el cloranfenicol, asi como factores organicos y
metabdlicos (dieta hipercaldrico, dieta insuficiente en antioxidantes, diabetes,
procesos inflamatorios, traumatismo y ejercicios extenuantes) (HALLIWLL et
al., 1995; RODRIGUEZ et al., 2001).

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un

electron desapareado por lo que son muy reactivos ya que tienden a robar un
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electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén
para aparear su electron libre, ila molécula que se lo cede se convierte a su vez
en un radical libre por quedar con un electréon desapareado. Iniciandose asi una
verdadera reaccidn en cadena que destruye nuestras células (AVELLO y
SUMALSKY, 2006).

2.2.5.1 Radical 1,1 difenil-2-picril-hidrazil (DPPH)

Es un radical libre estable y se utiliza como indicador para
medir la capacidad de secuestro de cualquier compuesto que posea actividad
antioxidante. El principio del método DPPH consiste en la sustraccién de un
atomo de hidrc')geno proveniente de un donador (compuesto fendlico) para
generar el compuesto difenilpicrilhidrazine y una especie radical. En este
proceso, la reaccion desarrolla un cambio de color violeta a amarillo a medida
que disminuye la absorbancia detectable a 515 nm (LEBEAU et a/., 2000).

Este método, desarrollado por BRAND-WILLAMS et al.
(1995), se basa en la reduccion de la absorbancia medida a 515 nm del radical
DPPH’, se basa en la medida de la absorbancia del radical DPPH’ 100 uM (3,9
mL) disuelto en metanol al 80%, a la Iongitudv de onda de 517 nm. Se anade 0,1
mL de la muestra o patrén, la mezcla se homogeniza cuidadosamente, y se
mantiene en la oscuridad durante 30 minutos.

2.2.5.2 Radical 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6 acido
sulfénico) (ABTS™)

Es un agente reductor que permite medir la actividad

peroxidasa en distintos materiales. Se caracteriza por su gran solubilidad en
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agua, su alta estabilidad quimica y por tener un espectro de absorcién en la
zona visible. El producto de su reaccién catalizada por peroxidasa es un radical
estable con un alto coeficiente de extincion, el cual es generado directamente a
partir de su precursor (BANON et al., 2001). Este método se cuantifica contra
un curva de concentraciones conocidas de Trélox y se expresa en equivalentes
de Trélox; por eso también se lo conoce como método TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity) (PASTOR et al., 2000).

Este método se basa en la reduccidon de la coloracion
verde/azul producida por la reaccion del radical 2 2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS™) con el antioxidante presente en la
muestra. El radical ABTS™ tiene, ademas, la ventaja de que su espectro
presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio
alcohdlico, las longitudes de onda empleadas mas frecuentemente son 415 y
734 nm (PRIOR et al., 2005).

El método original descrito por MILLER et al. (1993)
emplea metamioglobina y peroxido de hidrogeno (H2O2) para generar
ferrilmioglobina, la cual reacciona con el ABTS para generar el radical ABTS-+
La muestra a analizar se afiade antes de la formacidén del ABTS-+ por lo que se
trata de un ensayo de inhibicion. Este orden de adicidén de los reactivos ha
hecho que el método sea criticado, ya que posibles interferencias de los
antioxidantes con el sistema de generacién de radicales puede llevar a una
estimacién de los valores de actividad antioxidante por debajo de los reales

(PRIOR et al., 2005).
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Entre los métodos utilizados para determinar la capacidad
de un antioxidante para captar radicales libres, el radical ABTS™ es uno de los
mas aplicados, al considerarse un método de elevada sensibilidad, practico,
'répido y muy estable; a pesar de esto los valores de actividad antioxidante
pueden depender del tiempo escogido para efectuar la medida. La absorbancia
medida por el método ABTS es determinada a los 1 y 7 minutos. Los resultados
obtenidos por algunos investigadores indican gue la reaccion con el radical
ABTS°" no se completa hasta pasado 1 minuto (KUSKOSKI et al., 2005).

Como patrén se emplea el compuesto denominado Trélox
[6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethychroman-2-carboxylic acid], un analogo sintético
hidrosoluble de la vitamina E. Para el desarrollo del método se suelen emplear
dos estrategias: inhibicion y decoloracion.

En la primera los antioxidantes se afladen previamente a
la generacién del radical ABTS” y lo que se determina es la inhibicion de la
formacion del radical, que se traduce en un retraso en la apariciéon de la
coloracién verde-azulada. En la segunda estrategia, los antioxidantes se
afladen una vez el ABTS™ se ha formado y se determina entonces la
disminucion de la absorbancia debida a la reducciéon del radical, es decir la
decoloracién de éste (SANCHEZ-MORENO, 2002).

2.3 Cromatografia en capa fina

JORRIN et al. (2007) manifiesta que en la cromatografia en capa fina,
CCF o TLC (“thin-layer chromatography, en la terminologia inglesa) se puede
utilizar como soporte cualquier sustancia que pueda dividirse en particulas finas

y distribuirse uniformemente en forma de laminas. Los elementos del sistema
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cromatografico son: soporte, fase estacionaria (disolvente A), y fase movil o
eluyente (disolvente B). Esto incluye sustancias inorganicas (gel de silice, 6xido
de aluminio, tierra de diatomeas, silicato de rhagnesio, etc) y organicas
(celulosa, poliamida, polietileno, etc). La utilizacidn de soportes hidréfobos
facilita la separacion de compuestos no polares (lipidos, por ejemplo). En la
CCF, la fase estacionaria es una lamina de 0,25-0,50 mm de espesor,
extendida de forma uniforme sobre la superficie de una placa de vidrio o
plastico. La placa ha de dejarse secar antes de su utilizacion.

Para el desarrollo de la cromatografia, las muestras, en un disolvente
adecuado, se aplican puntualmente con la ayuda de jeringas, micropipetas o
capilares en un extremo de la placa. El volumen de la muestra a aplicar es
critico, ya que va a afectar a la resolucién (separacion de los compuestos de
una mezcla compleja), y depende de la concentracion del compuesto o
compuestos de interés en la muestra. Una vez aplicada y seca la muestra, la
placa se introduce en un recipiente cerrado (tanque cromatografico) y uno de
los extremos (el mas préximo a la linea de aplicacién) se sumerge en un
disolvente apropiado (fase movil), cuyo nivel en el fondo del tanque debe
quedar por debajo de la linea de aplicacién. El solvente se desplaza a través
del soporte por capilaridad provocando un reparto de los solutos entre él y la
fase estacionaria de acuerdo a sus solubilidades relativas (coeficiente de
reparto). Una vez que el solvente haya alcanzado un punto préximo al otro
extremo de la placa, ésta se saca del tanque y se seca. Las manchas
correspondientes a cada compuesto, si no son visibles, se pueden revelar

mediante técnicas analiticas concretas.
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La CCF presenta una seria de ventajas respecto a cromatografias
alternativas, como es la de papel, tales como las siguientes:

- Una mayor resolucién, obteniéndose por lo general manchas mas
pequefias y con una mayor velocidad de separacion.

- Puede utilizarse un gran numero de materiales como soportes y
disolventes.

- Los compuestos pueden ser detectados con facilidad y su recuperacién
es muy simple.

2.4 Alimento funcional

CHASQUIBOL et al. (2003) define como cualquier alimento en forma
natural o procesada, que ademas de sus componentes nutritivo contiene
componentes adicionales que favorecen la salud; capacidad fisica y el estado
mental de la persona (ESQUIVEL y VARGAS, 2007).

CORTES et al. (2005) define los alimentos funciones como cualquier
alimento o ingrediente alimenticio modificado, que pueda proporcionar un
beneficio a [a salud superior al de los nutrientes tradicionales que contiene. El
poder funcional de los alimentos sobre la salud es de origen milenario,
principalmente a lo largo de la historia de la cultura oriental, donde los
alimentos y la medicina son considerados igualmente importantes en la
prevencion y curacion de enfermedades, se considera que el futuro alimentario
estd en el consumo de alimentos saludables. Entre éstos la fibra ocupa en
lugar destacada, ya que se ha asociado con la salud intestinal, prevencion del
cancer colon rectal y las enfermedades cardiovasculares y el mantenimiento

del peso (ROMAN y VALENCIA, 20086).



Il MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucién

El presente trabajo se realiz6 en los Laboratorio de: Analisis de Alimentos,
de Analisis Sensorial, de Ingenieria de Alimentos, y de Quimica de la Facultad
de Ingenieria en Industrias Alimentarias y el Centro de Investigacion para el
Desarrollo Biotecnologico de la Amazonia (CIDBAM), Centro de Investigacidn
de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA), y el Laboratorio de Nutricion
de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, ubicado en la ciudad de Tingo
Maria, provincia de Leoncio Prado, regién Huénuco; a una altitud de 660
m.s.n.m. a 09°17'08” de latitud Sur, a 75°59'52” de latitud Oeste, con clima
tropical hiumedo y con una humedad relativa media de 84% con una
temperatura madia anual de 24°C, y en el Laboratorio de Terpenos y
Esteroides de Productos Naturales del Instituto de Ciencias Farmacéuticas y
Recursos Naturales de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos.
3.2 Material biolégico

El material fue recolectado de la zona de Papayal Grande a 7,24 Km., de
la localidad de Tingo Maria, distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado,
Regién Huanuco, en las coordenadas UTM 18 L: 8978869 N, 388468 E y una
altitud de 685 m., el periodo de evaluacion se realizd entre los meses de

Setiembre y Noviembre. El material bioldgico estudiado fueron tallos en tres
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fases de crecimiento: superior (TS), intermedio (TM) e inferior (T1); éstas fueron
transportadas al laboratorio para su respectivo estudio.

La identificacion taxondmica fue realizada en el Museo de Historia Natural
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Dicha ubicacién sistematica
fue ratificada mediante constancia N° 09-USM-2012, siendo determinada por €l
Blgo. Severo Balde6n Malpartida.

3.3 Equipos, materiales y reactivos

3.3.1 Equipos de laboratorios

Balanza analitica OHAUS Galaxy 160 sensibilidad 0.0001 g

Germany.

- Cocina eléctrica de plataforma Barnstead/Thermolyne U.S.A.

- Refrigeradora Icabeam Door Cooling LG GR-5392QLC.

- Desionizador de agua modelo D 7035 (Barnstead) Germany.

- Espectrofotometro Genesys 6 (Thermo Electréon Corporation) U.
S A

- Homogenizador modelo VORTEX GENIE-2 (Scientific industrias
SITM) U. S. A

- Centrifuga modelo MIKRO R22 (Hettich Zentrifugen) Germany.

- Barfio maria modelo YCW-010E (Associated With Cannic, Inc,
USA).

- Digestor de proteina. Digest Automat K-438 BUCHI labortechnik.
AG.

- Equipo Soxhlet, Gerhardt. Germany.

- Bomba de vacio para rotavapor BUCHI B-520.
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- Horno Mufla LABOR Muszeripari MUvek temperatura regulable
de 250 °C a 900 °C.
- Secador cilindrico LABOR Muszeripari Mlvek temperatura
regulable de 40 °C a 250 °C.

- Potenciémetro de Inolab. Co, Alemania.

- Refractdmetro LABOR MIN, Hungria.

- Colorimetro Kénica Minolta R400.

- Estufa BARNSTEAD LAB-LINE. Model N°3510-1.

- Balanza SARTORIUS Model TE1502S

- Lampara UV-CE. Model M02-0955

- Camara de extraccion de gases. Serie 91235.

3.3.2 Materiales de laboratorio

Tubos de plastico con tapa de 15 y 20 mL., cubetas de poliestireno
Gene Mate (1 x 1 x 4,5 cm), tubos de ensayo Pirex USA., microtubos (1,5-2,0
mL.), vasos de precipitaciéon (1000, 500, 100, 50, 10 mL.), fiolas (1000, 500,
100, 50, 10 mL.), gradillas, probetas de 10, 100 y 500 mL., termdmetros, Tips -
de 200 y 1000 pL., micropipetas regulables de 10-100 uL y de 100-1000 pL., -
matraces erlenmeyer de 50 y 250 mL. Kimax USA., campana de desecacién
con perlas de silicagel, crisoles de porcelana, cap. 50 mL. Haldenwanger
Berlin, papel filtro Watman N° 42, espatulas metalicas, placas petri.

3.3.3 Reactivos y solventes

Agua destilada desionizada (H20dd), 1,1 diphenyi-2-picryl-hydrazyl

(DPPH), 90%. Sigma Chemical, 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline-6 acido

sulfénico) (ABTS+), 98%. Sigma Chemical, persulfato de Potasio (K»S20s) p.a.
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Sigma Chemical, Folin-Ciocalteu, Merck. Germany, carbonato de sodio
(Na,CO3) p.a. ISO. Scharlau, acido galico (C/HsOs) al 98,1% Sigma Aldrich,
Hexano (CsHi4) p.a. Merck. Germany, acido sulfuricos 95-97% p.a. Merck.
Germany, hidréxido de sodio (NaOH) en lentejas p.a. ISO. Merck. Germany,
acido sulfurico (H2S04) 50%, acetona (C3sHesQO), diclorometano (CH2Cl), etanol
96° (CoHg0), tricloruro (FeCls), acido clorhidrico (HCI), metanol (CHs;OH),
Silicage! (60-200 Mesh) J.T. Baker.
3.4 Métodos de analisis
3.4.1 Analisis quimico proximal

3.41.1 Humedad, método 23.003 AOAC (1997).

3.4.1.2 Proteina, método 991.29 AOAC (1997).

3.4.1.3 Grasa, método 935, 60 AOAC. (1997).

3.4.1.4 Fibra, método 930.20 AOAC (1997).

3.4.1.5 Cenizas, método 942.50 de calcinacion directa AOAC
(1997).

3.4.1.6 Carbohidratos, se determind por diferencia de los demas
componentes del analisis fisicoquimico (HART y FISHER, 1991).

3.4.1.7 pH, método 973.193 AOAC (1964).

3.4.1.8 Sdlidos solubles, método 94580 AOAC (1997), la
concentracion de solidos solubles se expresd en grados Brix (°Bx).

3.41.9 Acidez, método 939.05 AOAC (2000).

3.4.2 Analisis fitoquimico
Se determind por los métodos de estudio de productos naturales,

descrito por LOCK DE UGAZ (1988).
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3.4.3 Evaluacion de la actividad antioxidante
3.4.3.1 Inhibicion del radical 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH)
Método de inhibicién del radical DPPH, descrito por
Brand-Williams et al. (1995).
3.4.3.2 Capacidad de inhibir el cation 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6 acido sulfénico) (ABTS®*)
Método descrito por PELLIGRINI et al. (1999).
3.4.4 Caracterizacion de la bebida funcional obtenida con el tallo de
cashahuasca
3.4.4.1 Analisis sensorial
Se utilizdé analisis afectivo “medida del grado de
satisfaccidén”, con dicha prueba se determiné la aceptabilidad de la bebida por
parte del consumidor (URENA, 1999).
3.4.4.2 Caracterizacion fisicoquimica
- Densidad, método indicado por (INDECOPI, 1974).
- Color, método por CIELAB.
- Acidez, método usando titulacion (AOAC, 1995).
- Indice de refraccion, método indicado por (INDECOPI,
1974).
3.4.4.3 Cuantificacion de polifenoles totales
Se realizd por el método de espectrofotometria de

absorcién molecular modificado por SANDOVAL et al. (2001).
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3.5 Metodologia experimental
3.5.1 Caracterizacion quimico proximal
Se realizd el analisis fisicoquimico del tallo de la cashahuasca,
teniendo en cuenta la edad de la planta seleccionada, siguiendo los métodos
ya descritos en el item métodos de anadlisis (3.4.1). Los resultados fueron
analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA) y en los niveles
donde exista significacién estadistica se aplicd la prueba de Tukey (p<0,05),
mediante el software InfoStat version 2011/Profesional.
3.5.2 Caracterizacion fitoquimica del tallo de cashahuasca
3.5.2.1 Preparacion de la muestra
- Recoleccion
Se colectd la planta sin raiz; los tallos obtenidos fueron
llenados en bolsas de polietileno y llevados al laboratorio.

PIa!nta
j Tallo |

l Recolleccién
l SeIeLcién }

| Corlado |

J Deseclzacién | 60°C/48 horas

| Molilenda Tamiz 1 mm

[ Envalsado l Bolsas polietileno: 200 g
\ Almaclenado [ Temperatura ambiente

Figura 4. Flujograma de operaciones para la obtencion de la muestra seca.
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- Seleccidn
Se realizd un seccionamiento de las fases de
crecimiento del tallo: superior, intermedio e inferior.
- Cortado
Cada fase fue cortada 5 cm aproximadamente, esto
para facilitar el secado y posterior molienda del tallo.
- Desecacion
Los tallos de cashahuasca se desecaron en estufa a
60°C con un sistema de ventilacion por un tiempo de 48 horas.
- Molienda
Esta operacion se realizé mediante un molino mecanico
de tamiz de 1 mm, obteniéndose un polvo fino. Esto para facilitar el proceso de
extraccion.
- Envasado
Las muestras fueron envasadas en boisas de
polietileno con peso aproximado de 200 g para luego ser selladas.
- Almacenado
Todos los tratamientos fueron almacenados a
temperatura ambiente, para su posterior analisis.
3.5.2.2 Preparacion del extracto etandlico
Se pes6 100 g del polvo seco de cada fase del tallo; se
afadid 550 mL de alcohol a 96° en frascos color ambar; se acondiciond a

temperatura ambiente, se agitd dos veces por dia por un tiempo de un minuto
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durante 4 dias, luego se filtré cada muestra por fase; las muestras se llevaron a
un secador con ventilacion a 40 °C, para finalmente obtener un extracto seco.
3.5.2.3 Ensayo de solubilidad
Se realiz6 en solventes de polaridad creciente: n-hexano,
acetona, diclorometano, metanol, etanol y agua destilada.
3.5.2.4 Marcha fitoquimica
La deteccidn de constituyentes quimicos del extracto
etandlico se realizd siguiendo la marcha fitoquimica general; ya descritos en el
item métodos de analisis (3.4.2).
3.5.2.5 Ensayos cromatograficos
En la cromatografia en capa fina, se usdé como sistema de
solventes: metanol; Diclorometano (1:4 v/v), se preparé la fase estacionaria con
silica gel mantenido sobre una placa de vidrio, presentandose tres manchas a
la luz UV/IV 254 nm y 365 nm, luego fueron reveladas con los reactivos FeCls
(1%), H2SO4 (sol, 50%) y el reactivo Wagner.
Tallo

100 g Muestra

Maceracion alcohélica por 7 dias

v

Solucion etandlica

Extracto etanélico
|

| |

Marcha de solubilidad Marcha Fitoquimica
Solventes de polaridad Metabolitos
creciente secundarios

Figura 5. Esquema general de la marcha fitoquimica preliminar.
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3.5.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante
La obtencidon de los extractos acuosos y etandlicos se realizd
después de obtenida el tallo de cashahuasca en el laboratorio; fueron lavados,
separados y secados en un estufa con sistema de ventilacion, para luego ser
molidos con la finalidad de obtener una mejor extraccion.
3.5.3.1 Preparacion de la muestra
Las operaciones realizadas para la obtencion de la
muestra se describen en la Figura 4.
3.5.3.2 Preparacion de los extractos
Se p}reparé los extractos para la evaluacion de la actividad
antioxidante: radical DPPH (1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl) y el cation ABTS®*
2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6 Acido sulfénico). Para ello se siguid las
operaciones que se detallan en la Figura 6.
- Extraccion
La preparacion de los extractos se realizé tomando 5 g
de la muestra seca y molida, agregando 50 mL de agua destilada y etanol 96 °;
tanto para el extracto acuoso y etandlico, respectivamente; haciendo una
concentracion inicial de 100 mg/mL. Para el extracto acuoso se sometié a
ebullicién por 5 minutos y para el extracto etandlico el tiempo de maceracion
fue 48 horas; a continuacién se filtraron dichos extractos para luego ser

concentrados en el rotavapor y asi obtener las concentraciones de trabajo.
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Extracto Acuoso Extracto Etandlico
Extracto L . Extracto .
(100 mg/mL) Ebullicion/5 min. (100 ma/mL) Maceracién/48 horas
1 Filtrado l Papel filtro pase rapido

J 10000 rpm/10 min.

( Centrifugado Temperatura: 4°C

‘ Envasado ‘ Microtubos de 2 mL
l Extracto acuoso: 10°C
Almacenado , Extracto etandlico: -20°C

Figura 6. Flujograma de operaciones para la obtencién de! extracto acuoso y

etandlico del tallo de cashahuasca.

- Filtrado
Se realizé con papel Whatman de pasada rapida con la
finalidad de separar las trazas del tallo y para poder obtener un extracto limpio.
- Centrifugado
Con la finalidad de obtener los extractos transparentes
y no tener interferencia al momento de realizar los analisis, las muestras se
sometieron a centrifugacion 10000 rpm/10 min a una temperatura de 4 °C.
- Envasado
Las muestras de los extractos obtenidos fueron

envasadas en microtubos de 2 mL.
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- Almacenado

Las muestras centrifugadas tanto para el extracto
acuoso y etandlico fueron aimacenadas a 10 °C y -20 °C respectivamente,
hasta su posterior analisis.

Para la evaluacion de la actividad antioxidante se
realizé las siguientes pruebas:

3.5.3.3 Determinacion del coeficiente de inhibicion (ICs) del
radical 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)

Para la determinacién del ICs; se presenta el
procedimiento en la Figura 7. Para ello se prepard 10 mL de solucion stock de
DPPH a 1mM en etanol al 96 % de pureza, se agitd hasta la solubilizacién
completa del compuesto, la solucién de almacend a 4 °C protegido de la luz,

hasta su utilizacion.

Extracto (100 mg/mL)

[ Filtrado |

| Concentrado  |Rotavapor

v

[ Centrifugado ]10 000 rpm/10 min/4°C

[ Diluciones }

v

| Reaccion DPPH® |

v

r r2 r3

f Lectura , 517nm/10 min

|Determinacién (% Inhibicion, ICso) |

Figura 7. Disefio experimental para la evaluacién de la actividad antioxidante

en las tres fases de crecimiento del tallo de cashahuasca.
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A partir de la solucion stock se preparé 40 mL de DPPH a

100 uM con etanol al 96 % de pureza. Las concentraciones del extracto acuoso

del TS fueron: 47,88; 95,76; 191,52, 383,04 ug/mL; para TM: 9,01; 45,07,

90,14; 180,28 pg/mL y por ultimo para Tl fueron de: 57,45; 114,90; 229,80;

459,60 ug/mL y las concentraciones del extracto etandlico del TS (40,89; 81,78;

163,56; 327,12 ug/mL); TM (8,24; 41,18; 82,36; 164,72 ug/mL) y Tl (48,63;
97,26; 194,52; 389,04 ug/mL).

La reaccidén se realizd en una cubeta de poliestireno

donde se adicioné 50 uL de la solucién de trabajo y 950 uL de solucién DPPH a

100 uM, la lectura se realizd en un espectrofotdmetro de UV/VIS a una longitud

de onda de 517 nm con un tiempo de 10 minutos en intervalos de tiempo cada

30 segundos. Para calcular el porcentaje de inhibicion se utilizo la siguiente

ecuacion:

S%inhibicién DPPH = [Abs Control — Abs Muestra}( 100

Abs Control
Donde: Abs control: Absorbancia del control.
Abs Muestra: Absorbancia de la muestra en 10 minutos.

El disefio experimental se presenta en la Figura 10, los
resultados de la capacidad de inhibir (ICsp) del radical DPPH fueron analizados
mediante el disefio completo al azar (DCA) con arreglo factorial de 3*2
(MENDIBURU, 2007) con tres repeticiones y en los niveles donde hubo
diferencia estadistica se aplicé la prueba de Tukey (p<0,05), mediante el

software InfoStat versidn 201 1-Profesional (Espaiol).
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3.5.3.4 Capacidad de inhibir el catién 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6 acido sulfénico) (ABTS™)

Para la determinacion del ICso del radical ABTS™ el
procedimiento se presenta en la Figura 8. Las concentraciones del extracto
acuoso del TS fueron: 47,88, 95,76, 191,52, 383,04 ug/mL; para TM: 9,01,
27,04; 45,07; _63,10 pg/mL y por ultimo del Tl fueron: 11,49; 34,47; 57,45; 80,43
yg/mbL y las concentraciones del extfacto etandlico del TS fueron de: 40,89,
81,78; 163,56; 327,12 ug/mL; TM fueron de: 4,12; 8,24, 16,47; 24,71 ug/mL y
del Tl: 9,73; 29,18; 48,63; 68,08 ug/mL. Segun la metodologia desarrollada por
PELLIGRINI et al. (1999) el radical ABTS®" se formé tras la reaccion de ABTS
(7 mM) con persulfato potasico (140 mM) para luego incubar a temperatura
ambiente y en oscuridad durante un periodo de 16 h (solucién stock). Para la
preparacion de la solucion de trabajo; se mezcld 2 mL de la solucidén stock con

100 mL de etanol, hasta obtener un valor de absorbancia entre 0,7 a 1,2 nm.

Extracto (100 mg/mL)

| Filtrado |

[ Concentrado  |Rotavapor

| Centrifugado ]10 000 rpm/10 min/4°C

| Diluciones |

[ Reaccién ABTS®+ |

v

m rz 3

| Lectura | 734 nm/10 min

‘Determinacién (% inhibicién, ICso)}

Figura 8. Diserio experimental para la evaluacion de la actividad antioxidante

en las tres fases de crecimiento del tallo de cashahuasca.
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La reaccidén se realizé en una cubeta de poliestireno

donde se adiciondé 10 uL de la solucion de trabajo y 990 ulL de solucion

ABTS*", la lectura se realizd en un espectrofotdmetro de UV/VIS a una longitud

de onda de 734 nm con un tiempo de 5 minutos en intervalos de tiempo cada

30 segundos. Para calcular el porcentaje de inhibiciéon del radical, se utilizé la
siguiente férmula:

Abs Control — Abs Muestra
Abs Control

%Inhibicién ABTS°" = [ :fx 100

Doénde: Abs control: Absorbancia del control.
Abs Muestra: Absorbancia de la muestra en 5 minutos.
La actividad antioxidante del radical fue expresada en
ICsp, para ello se expres6 en funcion de concentracion versus porcentaje de
inhibicién; con lo cual se obtuvo una curva de ajuste del tipo lineal, sobre la
cual se determingé el valor de ICso.
Los resultados de la capacidad de inhibir (ICsp) del radical
DPPH fueron analizados mediante el disefio completo al azar (DCA) con
arreglo factorial de 3*2 (DE MENDIBURU, 2007), para los niveles donde hubo
diferencia estadistica se aplicd la prueba de Tukey (p<0,05).
3.5.4 Elaboracién de la bebida funcional
En la Figura 9, se muestran el proceso para elaborar la bebida
funcional. Los tallos con mejor actividad antioxidante fueron cosechados y
llevados al laboratorio.
- Seleccién
Se realizd con la finalidad de eliminar aquellos tallos que

presentaban defectos.
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- Limpieza
Se realizd con la finalidad de eliminar particulas extrafias del
material bioldgico.
- Pesado
Se realizé con una balanza analitica de precision, en donde se
peso 350 g de tallo en tres proporciones.
- Cortado
Con la finalidad de ayudar a la extraccidbn se cortaron
aproximadamente 15 cm de tallo.
- Extraccion
Para la bebida funcional se evalué en 3 diluciones diferentes,
adicionando agua destilada en 1750, 2330 y 3500 mL a cada proporcion de
tallo pesado.
Este proceso se realizé con agua a ebullicion, los tallos fueron

adicionados para luego dejar en reposo por un tiempo de 15 minutos.
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A

[ Seleccion

\.4

[ Limpieza

A

4

[ Pesado

| 350 g muestra

A

y

[ Cortado

1 Corte transversal de 15 cm

A

4

Agua —>| Extraccién

‘ 200; 150; 100 mg/mL
Ebullicién — Reposo/15 min

1750, 2330, 3500 mL

N

v

| Filtrado

| Papel de paso rapido

A

Y

L Enva

sado

|

N

y

| Enfriado

j T° ambiente

4
[ Almacenamiento [T° refrigeracion

Figura 9. Flujograma general para la elaboracion de la bebida funcional.

- Filtrado

Se realiz6 utilizando papel filtro de pase rapido, marca Whatman,

con la finalidad de separar particulas del tallo y obtener una muestra limpia.

- Envasado

Se realiz6 el envasado del producto en botellas de vidrio de color

ambar.
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- Enfriado
Se realizar4 el enfriado del producto a temperatura ambiente.
- Almacenamiento
Se realizara en refrigeracion, con la finalidad de darle mas vida
atil al producto.
3.5.4.1 Analisis sensorial de la bebida funcional
Se realiz6 mediante el andlisis afectivo “medida de grado
de satisfaccion” (URENA, 1999). Se utilizé la escala heddnica presentada en el
(Cuadro 23 del Anexo 2). Los resultados fueron analizados mediante el andlisis
estadistico no paramétrico y los niveles donde existio significacion estadistica,
se aplicd la prueba de Friedman (p<0,05).
3.5.4.2 Caracterizacion fisicoquimica de la bebida funcional
Se realiz6 en la bebida funcional que obtuvo mayor grado
de satisfaccion. La caracterizacién fisicoquimica realizada fue: densidad, color,
acidez, e indice de refraccion; siguiendo los métodos ya descritos en el item

métodos de analisis (3.4.4.2).

3.56.4.3 Cuantificacion de polifenoles totales en la bebida
funcional
Preparacion de la curva estandar
Se prepar6 una solucion estandar de acido galico de concentracion
de 2 mg/mL, a partir de la solucion estandar se prepararon soluciones de
concentraciones diluidas de 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 mg/mL, cada diluciéon

se prepard por triplicado. En cada tubo de ensayo se adiciond 1580 uL agua
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destilada, 20 yL de las soluciones estandar diluida, 100 pyL de solucion de
fenol Folin-Ciocalteu y finalmente 300 puL de Carbonato de sodio (Na>CO3) al
20 %. Se incubd por 2 horas a temperatura ambiente y luego se realizé la
lectura en el espectrofotometro UV/VIS, a una longitud de onda de 700 nm.
Con los resultados obtenidos se graficd absorbancia versus concentracion y se
procedi6 a determinar la ecuacion y el coeficiente de correlacion.

Cuantificacion de polifenoles totales

Para la cuantificacion de polifenoles totales se utilizd la bebida
funcional a una concentracién de (150 mg muestra/mL). En un tubo de ensayo
se coloco 1580 ul de agua destilada, 20 pL de muestra, 100 pL de solucion de
fenol Folin-Ciocalteu y finalmente 300 pyL de Carbonato de sodio (Na,CO3) al
20 %; para competir la reaccion se dejdé reposar 2 horas a temperatura
ambiente. Luego se realizé la lectura en el espectrofotémetro UV/VIS a una
longitud de onda de 700 nm. Las absorbancias obtenidas fueron remplazadas
en la ecuacion de la curva estandar y expresadas en equivalente de acido

galico (g EAG/100 mL de muestra).
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3.6 Disefio experimental
3.6.1 Caracterizacion quimica de las fases de crecimiento de

cashahuasca

TALLO

Caracteristica
quimica

Dénde:
- Ty, Toy Ts: Diferentes fases de crecimiento del tallo.
- Caracteristica quimica: humedad, proteina, grasa, fibra, cenizas vy

carbohidratos.

Figura 10. Disefio experimental para determinar el tallo con mejor

caracteristica quimica.
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3.6.2 Determinacién del tallo con mejor capacidad antioxidante

TALLO
T4 T2 Ts

Es E Es E>
I |_Y—‘

C.A. (IC50, AAl, TEAC)

2

Eq E

Dénde:
- T4, T2y T Diferentes fases de crecimiento del tallo.
- E1, E2: Extracto acuoso y etandlico.
- C.A: Capacidad antioxidante (ICso, AAI, TEAC)
ICso: Capacidad de Inhibir el 50% de radicales libres.
AAI: Indice de actividad antioxidante.

TEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente a Trélox.

Figura 11. Disefio experimental para determinacion del tallo con mejor

capacidad antioxidante.



3.6.3 Elaboracion de la bebida funcional

Dénde:

TALLO

Mejor capacidad antioxidante

R4 (ES/A) R: (ES/A)

R3 (ES/A)

OLOR, COLOR Y SABOR
POLIFENOLES

ES: Extracto seleccionado.
A: Agua.

Ry: 200 mg/mL

R2: 150 mg/mL

Rs: 100 mg/mL
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La capacidad antioxidante se determinara en la dilucién seleccionada,

mediante la evaluacion de polifenoles totales.

Figura 12. Disefio experimental para la elaboracion de la bebida funcional.



IV RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1 Caracterizacion quimico proximal del tallo de cashahuasca

En el Cuadro 2 se muestra en analisis del tallo de cashahuasca. No se
tienen reportes previos del analisis quimico proximal de S. rubicaulis; sin
embargo analisis quimicos realizados a Viscum album en diferentes estados de
desarrollo de la planta completa (DERYA-UMUCALILAR et al., 2007) mostraron
contenido de proteina cruda (5,30 a 6,90 %); fibra (2,90 a 3,10 %), extracto
etéreo (6,90 a 7,40 %) y cenizas (7,90 a 12,80 %). En todos los casos los
contenidos de nutrimentos son mas altos en las diferentes secciones de S.
rubicaulis, excepto en el contenido de grasa y ceniza donde la concentracion
fue baja.

Los resultados de humedad se reportan en el Cuadro 2 y segun el anélisis
de varianza (Cuadro 13 del Anexo 1), entre las fases de crecimiento del tallo de
la cashahuasca se encontro que existe diferencia significativa (p<0,05). Segun
los resultados, la fase superior contiene un mayor porcentaje de humedad con
77,99 + 0,42 % mientras que en la fase intermedia e inferior tienen valores
similares 65,89 £ 2,10 % y 67,33 + 2,09 %; respectivamente, entre estas dos
fases de crecimiento no existe diferencia estadistica significativa.

En el Cuadro 2 se muestra el porcentaje de proteina en las diferentes
fases de crecimiento del tallo de Serjania rubicaulis, analizando

estadisticamente se encontré que existe diferencia significativa (Cuadro 14 del
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Anexo 1), el menor contenido estuvo en la fase intermedia 7,55 + 0,03 %.
URNES (1969) encontré en muérdagos de Arizona, Phoradendron sp., y
Arceuthobium sp., contenidos de proteina cruda de 15 a 25 %. Para la fase
superior e inferior no se encontré diferencia estadistica significativa, para el
primero fue 9,35 £ 0,21 % y para el segundo 9,11 £ 0,12 %.

En el mismo cuadro, se observa que existe diferencia significativa en el
contenido de grasa (Cuadro 15 del Anexo 1), entre las fases del tallo de
cashahuasca siendo para la fase superior 1,65 = 0,10 %, intermedia 6,83 %
0,51 % y para la inferior 3,56 + 0,09 %. Segun los resultados reportados por
SERRANO et al. (2011) en su investigacion actividad antioxidante y efecto
citotoxico de Cladocolea loniceroides muestra el contenido de cenizas (6,59%);
proteina cruda (13,61 %); extracto etéreo (3,26 %), fibra cruda (14.80 %) v
extracto libre de nitrégeno (61,73 %).

En cuanto al porcentaje de fibra y segun el analisis de varianza (Cuadro
16 del Anexo 1), entre las fases de crecimiento del tallo existe diferencia
significativa (p<0,05). El resultado muestra que el menor contenido se encontrd
en la fase superior con 41,15 + 1,14%, mientras que en las fases intermedias e
inferiores no se encontrd diferencia significativa; siendo 46,59 + 0,31 % y 46,71

+ 0,35 %; respectivamente.



Cuadro 2. Resultado del analisis quimico proximal del tallo de cashahuasca.

Fases de crecimiento

Analisis ] . .
. . Superior Intermedio Inferior
Quimico proximal ) A ] » ; 5

BH BS BH BS BH BS
Humedad 77,99 + 0,416° - 65,89 + 2,102° - 67,33 + 2,000° -
Proteina (%) (N x6,25) 2,06 £ 0,045 9,35 + 0,206° 2,57 £ 0,009 755+ 0,025b 2,98 £ 0,038 9,11 +0,1152
Grasa (%) 0,36£0,021 1,65+0,095° 233+0174 683+0510° 1,16+0,028 3,56 +0,086°
Fibra (%) 906+£0250 41,15+ 1,137b 15,80+ 0,104 46,59 +0,305* 1526+0,114 46,71 +0,349°
Ceniza (%) 1,27 £ 0,129 5,78 + 0,586° 1,55+£0,124 454 +0,363% 1,51 £ 0,126 4,63 + 0,387

Carbohidratos (%) ° 926+0,424 42,05+1,455" 11,76+1960 34,05+3532° 11,76+2,335 3533 +5,209°

Los valores representan (promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de una misma columna con superindices distintos, indica diferencia

estadistica (p<0,05).

'BH:% Base hiimeda, “BS% Base seca, ° Por diferencia
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De la misma manera en el Cuadro 2 se muestra el porcentaje de
ceniza, realizado en analisis de varianza (Cuadro 17 del Anexo 1), no se
encontrd diferencia estadistica significativa, determinado que el porcentaje de
ceniza para las fases de crecimiento es relativamente semejantes, alcanzando
un promedio general de 4,98 %.

En el Cuadro 2 se muestra el porcentaje de carbohidratos,
realizado en analisis de varianza (Cuadro 18 del Anexo 1), no se encontré
diferencia estadistica significativa, determinado que el porcentaje de
carbohidratos para las fases de crecimiento es relativamente semejantes,
alcanzando un promedio general de 37,14 %. ZAPATA (2007) sefiala que las
propiedades de consistencia estan directamente relacionadas con la
composicion de las paredes celulares y tejidos que los rodean, por lo tanto los
cambios en carbohidratos durante la maduracibn son en gran parte
responsables de la reduccién de la rigidez.

Egan ef al. (1993) citado por ZAPATA (2007) las cenizas obtenidas
no tienen necesariamente la misma composicion que la materia mineral
presente en el alimento original, ya que puede haber habido pérdidas por
volatilizacién o alguna interaccion entre los constituyentes.

Finalmente de acuerdo a los valores obtenidos de los
constituyentes se realizo el célculo de contenido energético obteniéndose los
siguientes resultados para cada fase del tallo de cashahuasca: superior: 227,95
Kcal/g; intermedio: 246,69 Kcal/g; e inferior: 231,87 Kcallg. COSTA et al. (2003)

reporta el valor energético del tallo de acelga fresca en 8,07 Kcal/g.
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4.2 Caracterizacion fitoquimica del tallo de cashahuasca
4.2.1 Ensayo de solubilidad

Cuadro 3. Resultado de solubilidad en los extractos etandlicos del tallo de

cashahuasca.
Fases de crecimiento

Solvente Superior Intermedio Inferior
n-Hexano + - -
Acetona + + +
Diclorometano + + +
Metanol ++ ++ ++
Etanol ++ 4+ ++
Agua destilada + - -

(-) Ausente; (+) Poca cantidad; (++) Regular cantidad; (+++) Abundante cantidad

En el Cuadro 3 se muestra los resultados de solubilidad obtenido
de los extractos etandlicos del tallo de la cashahuasca en sus fases de
crecimiento superior, intermedio e inferior; realizado con solventes de polaridad
creciente, siendo el metanol y etanol solventes polares, de donde se deduce
que los componentes quimicos mayoritarios son de estructura y naturaleza
polar, coincidiendo con BONILLA et al. (2007), quién reportd compuestos
quimicos polares en extractos acuosos de hojas de Vallea stipularis L.f.
“Chuillur”.

4.2.2 Marcha fitoquimica del tallo de cashahuasca

Los resultados del andlisis fitoquimico del tallo de cashahuasca se

muestran en el Cuadro 4, para ello, se partid de extractos etandlicos puesto

que este solvente tiene la capacidad de extraer compuestos de una amplia
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gama de polaridades, ademas de ser menos costoso y téxico que otros
solventes organicos.

Los resultados del analisis fitoquimico del tallo de cashahuasca en
sus fases de crecimiento se presentan en el siguiente cuadro.

Cuadro 4. Resultado del analisis fitoquimico del tallo de cashahuasca.

, y Fases de crecimiento
Tipo de reaccion _ . _ Compuestos
Superior Intermedio  Inferior

Ninhidrina - - - Aminoacidos
Gelatina + + + Taninos
Tricloruro Férrico (FeCls) ++ ++ ++ Comp ue stos
Fendlicos
Dragendorff - - - Alcaloides
Mayer - - - Alcaloides
NaOH 5% - Burtranger + + + Quinonas
Molish (a-naftol-H>SO4 + ++ + Glicosidos
concentrado)
Shinoda (Mg-HCI concentrado) + +++ +++ Flavonoides

(-) Ausente,; (+) Poca cantidad; (++) Regular cantidad; (+++) Abundante cantidad

La valoracion de los metabolitos secundarios es de considerable
importancia, ya que esta operacion comprende la identificacidn del material y la
determinacidon de su calidad, pureza y, si esta alterada, la naturaleza del
adulterante. Numerosos factores que afectan a la calidad como la estirpe del
vegetal, época de recoleccidon y métodos de desecacion y conservacion deben
tenerse en cuenta (ENRIQUEZ et al., 2008).

En el Cuadro 4, se muestra la ausencia de compuestos de

aminoacidos libres en las fases de crecimiento del talio. Segun VEGA et al.
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(2009), reporta poca cantidad de aminoacidos libres en su investigacion
Tamizaje fitoquimico preliminar de los extractos alcohdlicos, etéreo y acuoso de
las hojas, tallos y flores de la Ixora coccinea L. Los aminoacidos libres
constituyen el grupo de los aminoacidos no proteicos, cuya funcién no se
conoce muy bien, asi como la de la mayoria de los metabolitos secundarios
(ENRIQUEZ et al., 2008).

Los taninos y los compuestos fendlicos se encuentran presentes en
poca y regular cantidad, respectivamente en las fases de crecimiento del tallo.
Por otro lado LOPEZ et al. (2003), indican la ausencia de fenoles y taninos en
tallo de la especie Pedillanthus tithymaloides (L). Poit; éstos compuesto
exhiben propiedades antisépticas. De igual manera CARVAJAL et al. (2009),
indica la ausencia de taninos, en tallos de cupata (Strychnos schultesiana
Krukoff).

En cuanto a la deteccion de alcaloides, ninguno de las fases de
cashahuasca presenté dicho compuesto. RODRIGUEZ ef al. (2010) reporta en
sus ensayos Dragendorff-Mayer, |la presencia de alcaloides en poca cantidad
del tallo en Colubrina arborescens M. La reaccidn de Dragendorff produce
sales de los alcaloides precipitados coloreados; el bismuto presenta una
geometria octaédrica y una carga formal de -2, en su esfera de coordinacion
(anidén voluminoso) para interactuar electrostéticamehte con dos moléculas de
alcaloides protonadas (ENRIQUEZ et al., 2008).

Para la deteccidbn de quinonas se reporta la poca cantidad
presentes en fases de crecimiento del tallo. De igual manera RODRIGUEZ et

al. (2010) en extracto alcohdlico reporta poca cantidad de quinonas en tallos de
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Colubrina arborescens M. VEGA et al. (2009) y SANCHEZ et al. (2010),
determinaron quinonas en abundante cantidad en extracto alcohdlico en tallos
de Ixora coccinea L., y Helychrysym bracteatum; respectivamente.

En la deteccidén de glicdsidos se determind poca cantidad y regular
cantidad en la fase superior, intermedia e inferior; respectivamente, al
presentarse una coloracion verde violacea. Sin embargo CARVAJAL et al.
(2009) reporta la ausencia de este compuesto en tallos de Strychnos
schultesiana Krukoff. Segin LOPEZ et al. (2003) identifica poca cantidad de
carbohidratos reductores en tallos de Pedillanthus tithymaloides (L). Poit.

Referente a la determinacion de flavonoides se obtuvo en
abundantes cantidades respecto a la fase intermedia e inferior, comparado en
poca cantidad con la fase superior. SANCHEZ et al. (2010) reporta en extracto
alcohdlico, la presencia de poca cantidad de flavonoides; éstos compuestos
son responsables de la accién antiinflamatoria LOPEZ et al. (2003).

4.2.3 Analisis cromatografico del tallo de cashahuasca -

Con respecto al analisis cromatografico efectuado (Figura 18 del
Anexo 3) al extracto etandlico y en las diferentes fases de crecimiento del tallo
de cashahuasca, se obtuvo mejores resultados con el sistema de solventes
CH.Cl2:CH3s0OH (4:1), la deteccion de flavonoides se debe al color de la
fluorescencia que desarrollan a la luz UV, que se intensifican o cambian de
color luego de exposicion a vapores de amoniaco (NHs). Asimismo se realizé Ié
cromatografia en escala preparativa, usando el mismo sistema de solventes ya
mencionado; se observaron 5 manchas, éstos se revelaron con solucién FeCl;

1 %, solucidon H,SO4 50 % y reactivo de Wagner (Figura 19 del Anexo 3); el
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color amarillo observado, indicaria la presencia de flavonas y/o flavonoles, tal
como manifiesta BONILLA et al. (2007). Sin embargo la presencia de alcaloides
con el reactivo de Wagner fue negativa. Cabe mencionar que luego de ser
revelados las cromatoplacas se llevaron a calentamiento, esto con el fin de
activar los dobles enlaces de los grupos cromaforos (Figura 20 del Anexo 3)

Para el relevado de las cromatoplacas se realiz6 un andlisis a la luz
visible antes y después de exponer a vapores de NHjs; analisis a la luz UV (366
nm) antes y después de poner el cromatograma (Figura 21 del Anexo 3).

4.3 Capacidad antioxidante del tallo de cashahuasca en sus tres fases
de crecimiento
4.3.1 Determinacion del coeficiente de inhibicién (ICs) radical 1,1
diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)

El ensayo antioxidante DPPH estd basado en la habilidad del
DPPH, un radical libre para convertirse en incoloro en presencia de extractos
de planta. El radical DPPH posee un electrén impar en que es el responsable
de la absorbancia a 517 nm y también del color purpura visible. Cuando DPPH
acepta un electron donado por un compuesto de ensayo antioxidante, el DPPH
es decolorado esto puede ser medido cuantitativamente a partir de la
disminucién de la absorbancia (KUMAR et al., 2011).

En el Cuadro 5 y Figura 13 se presentan los resultados del DPPH
en las fases del tallos de cashahuasca, segun el analisis estadistico estos
presentaron diferencia estadistica significativa (Cuadro 19 del Anexo 2),
comparando los promedios tenemos que la mayor capacidad antioxidante lo

presentaron los tratamientos TINEA ICso 69,18 £ 0,56 pg/mL y el tratamiento
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TINEE 1Cs 59,18 £ 1,10 pg/mL y la menor capacidad [o presentd el tratamiento
TIEA ICs0 176,24 + 0,60 pg/mL.

Los valores obtenidos en la curva del ICsp demuestran un poder
antioxidante notable para los extractos de prueba, entre los que destacan los
obtenidos del precipitado proveniente del extracto etandlico. El extracto acuoso
mostro actividad antioxidante moderada, de acuerdo con el valor obtenido de
[Cso. En trabajos similares en tallos para otras especies de Serjania (S.
lethalis), se ha documentado una actividad de 404,16 ug/mL, comparado con la
raiz de la misma planta con una actividad de 285,76 ug/mL (RODRIGUES et
al., 20086).

La actividad antioxidante depende de los metabolitos secundarios
que produce la planta (EL KAR et al., 2007). El uso del radical libre DPPH es
un método comun para evaluar el potencial antioxidante (KUMAR et al., 2011).
La capacidad antioxidante esta dado por los polifenoles totaleé, monomero
flavonol (epicatequina y catequina) y proactocianinas, estos compuestos son
considerados como candidatos potenciales para combatir los radicales libres
(AIKPOKPODION y DONGO, 2010).

Del mismo modo podemos indicar que la capacidad antioxidante de
los tallos de cashahuasca en la fase superior fluctua ICso 162 a 174 ug/mL; en
el intermedio ICsp 59 a 69 ug/mL; y en el inferior ICsp 148 a 176 ug/mL.

GONZALES et al. (2007) respecto a la actividad antioxidante de los
extractos acuoso y metandlico en tallos de orégano encontré 1Csq 31,88 + 3,94

y 16,40 + 1,31 mg/L, respectivamente.
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Cuadro 5. Inhibicién de radicales libres de DPPH (ICsp).

Fases de crecimiento Extractos Tratamiento ICso (ug/mL)
. Acuoso TSEA 174,36 +1,21°
Superior ) d
Etandlico TSEE 162,06 + 1,18
_ Acuoso TINEA 69,18 + 0,56°
Intermedio .
Etandlico TINEE 59,18 +1,10°
Acuoso TIEA 176,24 + 0,60°
Inferior
Etandlico TIEE 148,84 + 1,26°

Los valores representan (promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de una misma

columna con superindices distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
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Figura 13. Comportamiento del (ICsp) con el radical DPPH del tallo de

cashahuasca.

KUMAR et al. (2011) reportaron valores de extractos en fracciones
de cloroformo y de acetato de etilo en ECsp por 121,98 pg/mL y ECso por 105
Hg/mL, con 79,96 % y 86,04 %; respectivamente. Estudios realizados en los

tallos de Cassia auriculata L., reportado por GAIKWAD et al. (2011) muestran
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un ICsgp de 526 + 0,01 esto puede deberse a la ausencia de compuestos
fendlicos, que son responsables de la actividad antioxidante de la planta.

Estos radicales son especies quimicas que tienen solo un electrén
no emparejado en un orbital externo. En ese estado, el radical es
extremadamente reactivo e inestable y participa en reacciones con quimicos
inorganicos o sustancias organicas, proteinas, lipidos y carbohidratos,
particularmente con moléculas importantes en las membranas y los acidos
nucleicos; la evaluacidn oxidativa consiste en la deteccion de nuevas
sustancias que pueden inhibir al radical perjudicial o hacer poténtes efectos de
aquellos producidos naturalmente in vivo (BROGGINI et al., 2010).

En el Cuadro 6 y Figura 14 se muestran los resultados del indice
de actividad antioxidante (AAl), segun el analisis estadistico estos reportaron
diferencia estadistica significativa (Cuadro 20 del Anexo 2), comparando los
promedios tenemos que la mayor AAl presentaron los tratamientos TINEE 0,66

+ 0,0123 y el tratamiento TINEA con 0,56 + 0,0046.
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Cuadro 6. Determinacidon del AAIl del tallo de cashahuasca en sus fases de

crecimiento.
Fases de . p p
crecimiento Extractos Tratamiento  AAl (ug.mL™' DPPH/ICso ug.mL™)
Acuoso TSEA 0,22 + 0,0016°
Superior
P Etandlico '~ TSEE 0,24 + 0,0017%
ntermedi Acuoso TINEA 0,56  0,0046°
ntermedio
Etandlico TINEE 0,66 +0,0123°
ACu0so TIEA 0,22 + 0,0008°
Inferior
Etandlico TIEE 0,26 + 0,0022°

Los valores representan {(promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de una misma

columna con superindices distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
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Figura 14. Comportamiento del AAl frente a los tratamientos aplicados a las

fases de crecimiento en talios de cashahuasca.
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Segun SCHERER y GODOQY (2009), comenta que el indice de
actividad antioxidante (AAl) se puede expresar como la relacion entré la
concentracion final del DPPH y el valor del ICso, el AAl fue calculado
considerando la masa del DPPH y la masa del compuesto en reaccién de
ensayo, resultando una constante para cada compuesto, independientemente
de la concentracion del DPPH y de la muestra usada.
Asimismo podemos indicar que las fases superior e inferior
presentan una actividad antioxidante pobre, con una AAl que fluctia entre 0,22
a 0,26; mientras que la fase intermedia presenta un actividad antioxidante
moderada que fluctua entre 0,56 a 0,66. Esto de acuerdo con la escala
presentada por SCHERER y GODOQY (2009) donde indica que un AAl menor
de 0,5 presenta una actividad antioxidante pobre; un AAl comprendida entre
0,5 a 1,0 tiene una actividad antioxidante moderada; un AAl entre 1,0 a 2,0
presenta una actividad fuerte; y un AAl mayor de 2,0 tiene una actividad
antioxidante muy fuerte.
LUIS et al. (2009) respecto a la actividad antioxidante mediante el
AAl reportd en extractos etandlico en Cytisus scoparius, Erica spp., valores
0,86 + 0,03; 1,40 + 0,07 que indican una actividad antioxidante moderada y
fuerte, respectivamente; comparados con los valores de la cashahuasca que

presenta una actividad antioxidante moderada; en la fase intermedia.
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4.3.2 Capacidad de inhibir el cation 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6 acido sulfénico) (ABTS™)

Para determinar la capacidad antioxidante del tallo de cashahuasca
en sus tres fases; se evalué frente al radical ABTS®", los resultados del
coeficiente de inhibicidn al 50 % (ICso) se muestran en el Cuadro 7 y Figura 15,
segun el analisis estadistico se reportaron diferencia estadistica significativa
(Cuadro 21 del Anexo 2), haciendo una comparacidn de las medias nos indica
que la mejor capacidad antioxidante presentaron los tratamientos TINEE ICsp
11,31 £ 0,17 pg/mL con el tratamiento TINEA 1Cso 30,08 £ 0,05 ug/mL, con
menor capacidad antioxidante presentaron los tratamientos TSEA ICs0 127,13 ¢
2,11 ug/mL, con el tratamiento TSEE ICs0 142,21 £ 2,07 pg/mL.

La cuantificacién de la decoloracion del radical ABTS™ se genera
debido a la interacciéon con especies donantes de hidrégeno o de electrones.
Es una técnica que no permite discriminar extractos que contienen buenos
compuestos antioxidantes como la gran mayoria reportados en los tailos de
cashahuasca. Asimismo MESA et al. (2009), reportaron muestras de extracto
metanodlicos, en tallos de Calophyllum valores de inhibicidbn del radical ABTS
7153 + 167,1 TEAC umol Trolox/g de extracto. Los valores altos de TEAC se
deben a la labilidad del reactivo ABTS™, una estructura completamente plana
gue reacciona facilmente con reductores mediante un mecanismo SET y HAT.

El ABTS™ es un croméforo azul producido por la reaccién entre en
ABTS™ y el persulfato de potasio. La adicién del extracto de la planta a este
radical catiénico preformado se reduce a ABTS™ de una manera dependiente

de la concentracion (HAZRA ef al., 2008).
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Cuadro 7. Inhibicion de radicales libres de ABTS®* (ICsp).

Fases de crecimiento Extractos Tratamiento ICso (ug/mL)

. Acuoso TSEA 127,13 £ 2,11°
Superior Etanélico TSEE 142,21 +2,07°
Intermedio Acuoso TINEA 30,08 + 0,05

Etandlico TINEE 11,31 £0,17°
, Acuoso TIEA 37,69 £ 0,14°
inferier Etandlico TIEE 31,25+0,14°

Los valores representan (promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de una misma

columna con superindices distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
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Figura 15. Comportamiento del (ICsp) con el radical ABTS°+ del tallo de

cashahuasca.



54

El ensayo de ABTS ™ es una herramienta excelente para conocer la
aétividad antioxidante de la donacién de hidrégeno y la ruptura de la cadena de
antioxidantes, ademas tiene caracteristica maxima de absorbancia de 734 nm,
que disminuye con la recoleccion de radicales de protones, ademas el ensayo
ha sido extensamente usado en muchos estudios recientes para detectar la
propiedad antioxidante de extractos de plantas (KUMAR et al., 2011). Asimismo
se reportaron valores en extracto cloroformico de ICsq 75,48 pg/mL y en acetato
de etilo ICs0 62,12 pg/mL.

Comparando los resultados del ensayo de ABTS en tallo de
cashahuasca con valores reportados en tallos de Viscum album, estos
mostraron valores altos de TEAC 577,94 + 0,01 mM Equivalente Trélox/g
materia fresca (VICAS et al., 2011). Esto debido a que los extractos acuosos y
etandlicos de la cashahuasca presentan mayor compuestos bioactivos, en
comparacion con los extractos de Viscum album.

Los valores expresados en Capacidad antioxidante de equivalente
a Trolox (TEAC) se reportaron en el Cuadro 8 y Figura 16, segun el andlisis de
varianza (Cuadro 22 del Anexo 2), entre las fases de crecimiento del tallo de
cashahuasca se encontré que existe diferencia estadistica significativa
(p<0,05). Segun los resultados, el tratamiento TINEE presenté mayor actividad
antioxidante con un valor de 0,137 + 0,002612 ug Trélox/ug extracto, los
tratamientos TSEA y TSEE presentaron menor actividad antioxidante con
valores de 0,006 + 0,000078 pg Trélox/ug extracto y 0,009 + 0,000146 ug

Trdlox/ug extracto, respectivamente.
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Asimismo los tratamientos TINEA y TIEE no presentaron diferencia
estadistica significativa tendiendo valores de 0,050 + 0,000095 nug Trolox/pg
extracto y 0,053 + 0,000283 ug Trélox/ug extracto, respectivamente.

En estudios en tallos de Cymbopogon citratus, mostraron actividad
antioxidante mas bajo con valores de TEAC de 0,324 + 0,014 mM Trdlox
equivalente/mg extracto, comparados con valores TEAC de 4,91 + 0,050 mM
Trolox equivalente/mg extracto en muestra de hojas de Psidium guajava
(TACHAKITTIRUNGROD et al., 2007).

ZHEN-RUNG et al. (2011) en sus estudios en tallos de Kalanchoe
gracilis reportaron en extractos metandlicos y acuosos, valores TEAC de
126,06 = 0,93 mM/mg Extracto y 1947 + 0,16 mM/mg Extracto;
respectivamente, presentando una buena capacidad antioxidante vy
antiinflamatoria, frente a células cancerigenas RAW 264,7.

Los fendlicos de la planta constituyen uno de los principales grupos
de compuestos que actuan como antioxidantes primarios o terminadores de
radicales libres tal como comenta NEIMKHUM et al. (2010), la capacidad
antioxidante en dos medios de extracciéon (etanol y acetato de etilo) muestran
valores diferentes de la capacidad antioxidante equivalente a trélox (TEAC) y el
poder antioxidante para reducir al i6n férrico (FRAP). El valor del TEAC fue de
1,436 + 0,078 mM/mg en extracto etandlico y con acetato de etilo fue de 2,251
+ 0,037 mM/mg. Asimismo reporté valores de ICsq en tallos de T. divaricata
siendo 0,743 + 0,082 mg/mL y 0,288 + 0,008 mg/mL, realizados en extracto

etandlico y acetato de etilo; respectivamente.
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Cuadro 8. Determinacion del TEAC en el tallo de cashahuasca.

Fases de crecimiento  Extractos Tratamiento TEAC (ug Trélox/ug extracto)

_ Acuoso TSEA 0,006 + 0,000078°
Superior Etanolico TSEE 0,009 + 0,000146°
. ACU0SO TINEA 0,050 + 0,000095°
Intermedio Etandlico  TINEE 0,137 £0,002612°
Acuoso TIEA 0,043 + 0,000158°

inrerior Etanolico TIEE 0,053 + 0,000283°

Los valores representan (promedio £ SEM) datos provienen del experimento (n=3) valores de una misma

columna con superindices distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
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Figura 16. Comportamiento TEAC con el radicai ABTS en tallos de

cashahuasca.
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4.4 Caracterizacién de la bebida funcional

4.4.1 Evaluacién sensorial de la bebida funcional

El Cuadro 9, muestra los resultados de analisis sensorial,
presentando los valores promedios de puntuacién de la bebida funcional, estos
resultados se trataron estadisticamente (Prueba de Friedman, p<0,05) para
observar el nivel de significacién. Se determiné el tratamiento de mayor
aceptabilidad en los atributos olor y color, lo obtuvo la bebida funcional
elaborada con la dilucion 150 mg/mL (Cuadro 24 y 25 del Anexo 4), con una
calificacion estadistica equivalente para todas las concentraciones, para el

atributo sabor (Cuadro 26 del Anexo 4).

Cuadro 9. Evaluacion del olor, color y sabor de la bebida funcional a

diferentes concentraciones.

Tratamiento Co?r%zv:;ic):ién Olor Coilor Sabor
Ry 200 4,90+0,20° 4,93+0,20° 4,50+0,232
R, 150 543+0,21° 567+0,23° 4,800,302
Rs 100 4,83+0,21* 500+0,17®® 4,93+0,242

Los valores representan (promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=30) valores de una misma

columna con superindices distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).

4.4.2 Analisis fisicoquimico de la bebida funcional
En el Cuadro 10 se muestra los resultados del analisis
fisicoquimico realizado en la bebida funcional.
Para determinar el color en forma instrumental se realizé con un

colorimetro Kénica Minolta R400, obteniendo los factores a, b y L del sistema
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Hunter. El parametro a representa tonalidades que van del verde (valores
negativos) al rojo (positivo); el parametro b representa tonos azules para los
valores negativos y amarillos para los positivos (MAGARINOS, 2003). Una vez
calibrado el instrumento, la muestra filtrada y atemperada a 23°C se vierte en
una placa con fondo blanco y se procede a la lectura de los valores a, b y L.

Con relacion al color, esta muestra se caracterizé por presentar alta
Iuminosidad indicativa de 51,87 + 1,95, influenciada por una tonalidad con
predominio del color amarillo, dado por el valor promedio del croma b 9,10 £
0,47; con un matiz ligeramente rojo atribuido al croma a 0,74 * 0,07,
comparado con los valores reportados por GARCIA y PACHECO (2010) donde
reporta una luminosidad de 85,90 + 0,07; valor a de -0,78 + 0,02 y una croma b
de 15,92 £ 0,04.

Los sélidos solubles se expresan como °Brix, se determinaron con
un refractémetro a 25°C, se coloc6 una gota de la debida funcional (S.
rubicaulis) el refractdmetro previa calibracién del equipo con agua destilada,
posteriormente se leyeron los °Brix por triplicado. CCATAMAYO vy
VALDERRAMA (2004) en su investigacion reporta en su bebida funcional una
densidad de 1,015 g/mL, pH 3,0 y sdlidos solubles 15 °Brix.

Para la medicién del pH se usé unv potenciometro digital (Inolab,
Alemania), previa calibracion del potencidémetro, se enjuago el electrodo con
agua destilada y se secd cuidadosamente, el potenciometro de calibro con
buffer pH7 , buffer pH 10 y buffer pH 4, posteriormente el electrodo se
introdujo en la muestra y se leyé el pH, las determinaciones se hicieron por

triplicado.
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La acidez titulable se determind por triplicado por el método del

AOAC (2000) 939.05. La acidez se realizé con la muestra diluida 1:3,5 de la
bebida funcional y agua destilada. La determinacion se hizo por titulaciéon con
una solucion valorada de hidroxido de sodio 0,1N, se transfirieron 10 mL de la
muestra a un matraz erlenmeyer y se adiciond 4 gotas de solucion de
fenolftaleina. Posteriormente se tituld la muestra hasta que se mantuvo el vire
al color rosa por 1 minuto. La acidez titulable es expresada como porcentaje de

acido ascorbico.

Cuadro 10. Evaluacion fisicoquimico de la bebida funcional.

Determinaciones Resultado
Densidad (g/mL) 1,00 £0,00
L* 51,87 +1,95
Color a* 0,74 £ 0,07
b* 9,10+0,47
Acidez titulable (%) 0,04 £ 0,00
Sdlidos solubles (°Brix) 1,0+ 0,00
pH 7,37 £0,03

Los valores representan (promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=3).

4.4.3 Cuantificacion de polifenoles totales en la bebida funcional
4.4.3.1 Determinacién de la curva estandar
Para realizar la cuantificacion de polifenoles totales se
elaboré una curva estandar en base a acido gdlico cuyas concentraciones
estuvieron comprendidas entre 1,00 a 0,0625 mg/mL. Los resultados se
presentan en el Cuadro 11, con los valores encontrados se procedi6 a realizar

la curva estandar la cual se presenta en la Figura 17.



Cuadro 11. Determinacién de la curva estandar de acido galico.
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Concentraciones Absorbancias (700 nm) _
Promedio
(mg AG/mL) r r rs
1,0000 2,010 2,114 2147 2,090
0,5000 0,954 0,941 1,003 0,966
0,2500 0,432 0,441 0,445 0,439
0,1250 0,193 0,191 0,199 0,194
0,0625 0,084 0,091 0,092 0,089
25 -
20 1 y = 2.1481x - 0.0768
3 R? = 0.999
o 15-
o
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Figura 17. Curva

Concentraciones mg AG/mL

estandar del acido galico para la cuantificacion de

polifenoles totales.
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Segun los resultados mostrados en la Figura 17, es una
ecuacion de primera orden teniendo como variables “y’-absorbancia y “xX’-
concentracion, al respecto MARTINEZ (2005) menciona que una ecuacion
lineal expresa la relacion entre al variable endégena Y, y las variables
exogenas X, se trata de encontrar la linea media que resuma o sintetice la
dependencia entre la variable Y, y las X, esto permitira la bondad del ajuste
realizado. El valor de R?*=0,999 expresa que existe una relacion positiva muy
fuerte o casi perfecta, esto concuerda con lo mencionado por (HERNANDEZ et
al., 2001 y MARTINEZ, 2005), que menciona que valores igual a 1 significa un
ajuste lineal perfecto.

4.4.3.2 Cuantificacion de polifenoles totales

Como sabemos los polifenoles son importantes para la
fisiologia de las plantas pues contribuyen a la resistencia de microorganismos e
insectos y ayudan a preservar su integridad por su continua exposicién a
estresantes ambientales.

La cuantificacion de polifenoles totales realizado en la
bebida funcional se presenta en el Cuadro 12, los resultados fueron
expresados en miligramos en equivalente de acido galico (mg EAG).

El contenido de polifenoles totales realizado en la bebida
funcional a partir del tallo de cashahuasca con mejor caracteristica
organolépticas se encontré 510,01 + 0,81 mg EAG/100 mL muestra.

GOMES et al. (2007), cuantificaron el contenido de

polifenoles usando el método de Folin-Ciocalteu, en muestras de infusiones de
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Serjania erecta Radlk 256,26 ug de flavonoides/mL muestra. Del mismo modo

SOFIDIYA et al. (2008) reporté 37,678 + 1,66 mg/g muestra seca.

Cuadro 12. Cuantificacion de polifenoles totales.

Repeticiones Resultado
R4 R, Rs (mg EAG/100 mL muestra)
511,40 508,61 510,00 510,01 + 0,81

Los valores representan (promedio + SEM) datos provienen del experimento (n=3).

CABRERA ef al. (2009) en sus estudios de contenido de
fenoles solubles e insolubles de grano de maiz reportaron 137 ug/g muestra
seca, 1092,7 muestra seca; respectivamente. De acuerdo a éstos resultados, la
bebida funcional presenta mayor contenido de polifenoles que las ya
mencionadas, siendo superado soélo por las muestras de maiz.

Asimismo GOMES y VICENTE (2009) en su investigacion
fenoles totales y la actividad antioxidante de diferentes bebidas comerciales

reportaron valores entre 78,13 a 881,51 mg EAG/L de muestra.



V CONCLUSIONES
El tallo de cashahuasca de la fase superior mostré un contenido 77,99 +
0,416 % de humedad y 9,35 + 0,206 % de proteina; el tallo de la fase
intermedia presento6 los contenidos mas altos en grasa y fibra con 6,83 +
0,510% y 46,59 £ 0,305 % respectivamente.
Se determiné la presencia de flavonoides y glicdsidos en los tallos de
cashahuasca de las fases intermedia e inferior y una cantidad regular de
compuestos fendlicos en todas las fases de crecimiento.
Los extractos acuosos y etandlicos de tallos de cashahuasca de la fase
intermedia de crecimiento presentaron mayor capacidad antioxidante frente
al radical DPPH, con valores ICsp entre 69,24 + 0,56 4 59,18 + 1,10 ug/mL
y valores AAIl entre 0,56 + 0,0046 a 0,66 + 0,0123 pg DPPH/ug extracto,
respectivamente.
La capacidad antioxidante frente al cation ABTS™ de los extractos acuosos
y etandlicos de tallos de cashahuasca de la fase intermedia de crecimiento
fue mayor, con valores I1Csq 30,08 £ 0,05 a 11,31 + 0,17 pg/mL y valores
TEAC entre 0,050 4 0,137 ug Trélox/ug extracto, respectivamente.
La bebida funcional elaborada con la concentracion de 150 mg
muestra/mL, fue calificada sensorialmente con mejor aceptaciéon en los
atributos olor y color; caracterizandose por un contenido en polifenoles

totales de 510,01 £ 0,81 mg EAG/100 mL muestra.



VI RECOMENDACIONES
Evaluar la capacidad antioxidante, polifenoles totales y la marcha
fitoquimica en las diferentes fases de crecimiento de la cashahuasca.
Cuantificar la presencia de flavonoides en todas las fases de crecimiento
del tallo de cashahuasca.
Desarrollar parametros para la elaboracion de una bebida funcional
utilizando los tallos de cashahuasca.
Realizar un analisis toxicologico a la bebida funcional.
Evaluar el estudio farmacologico en las fases de crecimiento del tallo de

cashahuasca.



Vil ABSTRACT
This research allowed to develop scientific knowledge of stem cashahuasca
(Serjania cf. Rubicaulis Benth), a plant that grows in the Peruvian Amazon. The
stem was characterized chemically and phytochemically, we evaluated the
antioxidant capacity of aqueous and ethanolic extracts, developed a functional
drink. Phytochemical analysis was determined by the methods described by
LOCK OF UGAZ (1988), the antioxidant capacity against DPPH radicals and
ABTS™ were determined by methods described by BRAND-WILLIAMS et al.
(1995) and PELLIGRINI ef al. (1999). Statistical analysis used the completely
randomized design with 3* 2 factorial arrangement and the Tukey test (p<0.05);
we used the software InfoStat 201 1/Professional version. The stem of the upper
phase cashahuasca showed a content of 77,99 + 0,416% moisture and 9,35 £
0,206 % protein. We found regular and abundant amounts of flavonoids and
glycosides in the stems of the middle and lower stages and a regular amount of
phenolic compounds in all stems. Aqueous and ethanolic extracts of stems of
the intermediate phase of growth, had higher antioxidant capacity against
DPPH radicals and ABTS™, with values AAl between 0,56 + 0,0046 to 0,66
0,0123 ug DPPH/ug extract and TEAC values between 0,050 to 0,137 ug
Trélox/ug extract, respectively. The functional drink made with 150 mg/mL of
extract, was better qualified in odor and color attributes, with a total polyphenol

content of 510,01 £ 0,81 mg EAG/100 mL sample.
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Anexo 1. Analisis fisicoquimico del tallo de cashahuasca.

Cuadro 13. Analisis de varianza del contenido de humedad.

F.V S.C G.L C.Mm F p-VALOR
Tratamiento 262,09103 2 131,0455 14,64275 0.0049
Error experimental 53,6971 6 8,94952

Total 315,78812 8

R?=0,82996 CV = 4,249 MEDIA = 70,4042

Cuadro 14. Analisis de varianza del contenido de proteina.

F.V S.C G.L CM F  p-VALOR

Tratamiento 5,75144 2 2,87572 51,19681 0,0002
Error experimental 0,33702 6 0,05617

Total 6,08846 8 -

R? = 0,94465 CV =2,7341 MEDIA = 8,6685

Cuadro 15. Analisis de varianza del contenido de grasa.

F.V S.C G.L CM F p-VALOR
Tratamiento 41,23619 2 20,61809 74,49735 0,0001
Error experimental 1,66058 6 0,27676

Total 42 89676 8

R?=0,96129 CV = 13,1108 MEDIA = 4,0126



Cuadro 16. Analisis de varianza del contenido de fibra del tallo.
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F.V S.C - GL CM F p-VALOR
Tratamiento 60,48576 2 30,24288 20,0522 0,0022
Error experimental 9,04924 6 1,50821

Total 69,53501 s J—

R? = 0,86986 CV = 2,7405 MEDIA = 44,8134

Cuadro 17. Analisis de varianza del contenido de ceniza.

FV S.C G.L CM F p-VALOR
Tratamiento 2,84181 2 1,42091 2,2745 0,184
Error experimental 3,74827 6 0,62471

Total 6,59008 8

R?=0,43123 CV = 15,8588 MEDIA = 4,9839

Cuadro 18. Analisis de varianza del contenido de carbohidratos.

FVv S.C G.L CM F p-VALOR
Tratamiento 110,20191 2 55,45096 1,32914 0,3328
Error experimental  250,31718 6 41,71953

Total 361,21909 8 e

R? = 0,30702 CV = 17,3884 MEDIA = 37,1458



82
Anexo 2. Determinacion de la capacidad antioxidante.

Cuadro 19. Analisis de varianza de |Csg del radical DPPH.

F.V s.C G.L C.M F p-VALOR
Modelo 425648101 5  8512,962 2680,4048 <0,0001
Tratamiento 41061,8327 2  20530,9164 6464,397 <0,0001
Extracto 12350642 1 12350642 388,8743 <0,0001

Tratamiento*Extracto  267,9132 2 133,9566 42,1778 <0,0001

Error experimental 38,112 12 3,176
Total 42602,9221 17
R? = 0.9991 CV =1,3538 MEDIA = 131,6420

Cuadro 20. Anélisis de varianza del AAl (ug.mL™" DPPH/ICso ug.mL™).

F.V S.C G.L CM F p-VALOR
Modelo 0,5787 5 0,1157 1256,7483 <0,0001
Tallo 0,562 2 0,281 3051,475 <0,0001
Extracto 0,0118 1 0,0118 127,7665 <0,0001
TaIIo*Extracio 0,0049 2 0,0024 26,5125 <0,0001
Error 0,0011 12 0,0001

Total 0,5798 17

R? = 0,9981 CV = 2,6520 MEDIA = 0,3618



Cuadro 21. Analisis de varianza de ICsp del radical ABTS
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F.V S.C G.L C.Mm F p-VALOR
Modelo 47367,157 5 9473,4314 2157,832 <0,0001
Tratamiento 46435,384 2 23217,692 5288,4618 <0,0001
Extracto 51,2184 1 51,2184 11,6664  0,0051
Tratamiento*Extracto  880,5546 2 440,2773 100,2852 <0,0001
Error experimental 52,6831 12 4,3903

Total 47419,84 17

R? = 0.9989 Cv=33112 MEDIA = 63.2787

Cuadro 22. Analisis de varianza del TEAC (ug Trolox/ug extracto).

F.vV S.C G.L CM F p-VALOR
Modelo 0,0338 5 0,0068 1940,8794 <0,0001
Tratamiento 0,0223 2 0,0112 3204,1132 <0,0001
Extracto 0,0049 1 0,0049 1400,0808 <0,0001
Tratamiento*Extracto 0,0066 2 0,0033 948,0449 <0,0001
Error experimental 4 20E-05 12 3,50E-06

Total 0,0338 17

R? = 0,9988 CV = 3,7551 MEDIA = 0,0497
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Cuadro 23. Escala Hedénica.

Producto: Bebida funcional del Tallo de cashahuasca

agrado de acuerdo a la escala, marcando con una X la calificacion en la escala
que mejor describe su sentir con el cédigo de la muestra.

CARACTERISTICA COLOR Observacion

234 | 578 | 987

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta

Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

CARACTERISTICA OLOR Observacion

234 | 578 | 987

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta

Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

CARACTERISTICA SABOR Observacion

234 | 578 | 987

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

Me gusta poco

No me gusta ni me disgusta

Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

Gracias
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Anexo 3. Analisis cromatografico

Figura 18. Desarrollo del cromatograma.

Figura 19. Revelado del cromatograma.



Figura 20. Calentamiento del cromatograma.

Figura 21. Cromatograma después del revelado.
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Anexo 4. Analisis estadistico de la bebida funcional.

Cuadro 24. Prueba de Friedman realizada al atributo olor

T T, Ta T? p
1,7667 2,4000 1,8333 5,8160 0,0050
Tratamiento Suma(Ranks) Media(Ranks) n
T, 53,0000 1,7667 30 A
Ts 55,0000 1,8333 30 A B
T2 72,0000 2,4000 30 C

Cuadro 25. Prueba de Friedman realizada al atributo color

T T Ts T? P
1,7667 2,3667 1,8667 4,2009 0,0198
Tratamiento Suma(Ranks) Media(Ranks) n
T4 53,0000 1,7667 30
T3 56,0000 1,8667 30 A B
T2 71,0000 2,3667 30 C




Cuadro 26. Prueba de Friedman realizada al atributo sabor
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T1 T2 T3 T2 P
1,7667 2.0667 2.1667 1,8435 0,1674
Tratamiento Suma(Ranks) Media(Ranks) n
Ty 53,0000 1,7667 30
T, 62,0000 2.0667 30

T3 65,0000 2.1667 30




