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RESUMEN

La presente investigacién permiti6 desarrollar el conocimiento
cientifico de hojas de Cashahuasca (Serjania cf. rubicaulis Benth), planta que
crece en la amazonia peruana. Los objetivos fueron caracterizar quimica y
fitoquimicamente, evaluar la capacidad antioxidante de los extractos acuosos,
etandlicos y elaborar una bebida funcional. El analisis de capacidad
antioxidante se determiné por el métodos de BRAND-WILLIAMS et al. (1995).
En el analisis estadistico se empleé el DCA con arreglo factorial 3A2B, con la
prueba de Tukey (p<0,05) y el software STATGRAPHICS centurion XV. Il. La
composicion quimica fue variada, la hoja apical presento los mayores
contenidos de humedad (78,53 %), proteina (22,38 %), grasa (4,44 %) y
carbohidratos (49,73 %); la hoja medio presento el mayor contenido de fibra
(26,37 %) y la hoja basal presento el mayor contenido de ceniza (8,63 %). La
composiciéon fitoquimica en los tres estadios fue similar, presentando
alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, quinonas y glicosidos.
El extracto acuoso de la hoja, del estadio medio, presento la mejor capacidad
antioxidante frente al radical DPPH con ICso 25,25 + 0,010 pg/mL., AAl 1,545 £
0,0006 pg DPPH/ug muestra y para el cation ABTS°+ con ICs 19,98 £ 0,005
pg/ml, TEAC 715,42 + 0,26 pmol trolox/g muestra. La bebida funcional de
125,00 mg/ml, fue la mejor calificada en los atributos sensoriales olor y color,

ademas obtuvo un contenido de polifenoles totales 89,64 + 1,16 mg AG/100 ml,



caracterizandose por tener una capacidad antioxidante mayor en 114,45 frente
al radical DPPH y 144,64 frente al vradical ABTS°+, considerando el valor ICsq
respectivamente.

Palabras Claves: Apical, basal, antioxidante, bebida, cashahuasca,

fitoquimico.
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| INTRODUCCION

En la actualidad, dado el rechazo mundial que estan teniendo los
productos sintéticos funcionales por las reacciones adversas que provocan en
los pacientes, lo cual unido a la contaminacién ambiental que genera su
fabricacién, hace que los cientificos y tecnélogos acudan a los productos
naturales obtenidos a partir de plantas con el fin de enfrentar los retos que
demanda la necesidéd de productos alimenticios funcionales que ayuden a
mejorar la alimentacion de la poblacion en los diferentes paises (ROIG, 1988).

La composicion quimica y fitoquimica de una planta es el punto de
partida para evaluar su capacidad funcional y valor hutritivo. La composicion en
diversas sustancias quimicas de la planta de cashahuasca (Serania cf.
rubicaulis Benth) puede variar de acuerdo con la proporcion de componentes o
principios activos que lo conforman, las condiciones climaticas, la edad y/o
altura de corte y en funcién del cultivar utilizado.

La literatura es bastante escasa en cuanto a informaciones sobre la
composicion quimica acerca de cashahuasca (Serjania cf. rubicaulis Benth).
Actualmente se tiene referencias empiricas de que el extracto acuoso de esta
planta posee capacidad antioxidante y actividad terapéutica, para disolver
calculos renales.

Existen diversos métodos para evaluar la capacidad antioxidante,

ya sea in vitro o in vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in



vitro de la capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento;
consiste en determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias
cromogenas con actividad de un radical libre; la pérdida de color ocurre de
forma proporcional con la concentracion. No obstante, las determinaciones de
la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan tan sélo una idea
aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo.

Teniendo en cuenta lo enunciado y no existiendo investigaciones
relacionadas con el tema, menos aun vinculadas a determinar las propiedades
funcionales de las partes de esta planta, hojas, tallo, raiz; el presente estudio
incursiond en la investigacion de los extractos acuosos y etandlicos de las
hojas considerando sus estadios apical, medio y basal, y su aplicacién como
bebida funcional; para ello se plantearon los siguientes objetivos:

- Caracterizar quimicamente la hoja de cashahuasca.
- Caracterizar fitoquimicamente la hoja de cashahuasca.
- Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos acuosos y etandlicos.

- Elaborar una bebida funcional.



Il REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos generales de la cashahuasca (Serjania cf. rubicaulis Benth)
LEON (2000) manifiesta que es una planta comun en bosques humedos y
muy himedos, pantanos y margenes de rios. Esta estrechamente relacionada
con S. mexicana (L.) Willd., de México y con S. brachycarpa A. Gray ex Radlk.,
del norte de México. |
2.1.1 Morfologia

Hojas biternadas, a veces 2 6 3 pinnadas, frecuentemente
reducidas cerca de la inflorescencia, peciolo no alado, raquis alado; foliolos
elipticos, ovados, obovados u oblongos, (1,5) 3,5 - 14 cm de largoy 2 - 6 cm de
ancho, a menudo reducidos en la inflorescencia, agudos a acuminados en el
apice, margen entero o escasamente dentado cerca del apice, subcoriaceos a
coriaceos, glabros. Tirsos en las axilas de las hojas o tirsoides terminales, 6,5 -
12 cm de largo, el terminal hasta 30 cm de largo, densamente puberulentos,
flores 2,5 - 3,5 mm de largo; sépalos densamente blanco - tomentosos.

Tallo acostillado, torcido y tortuoso, con 3 costillas, de 2,4 cm de
diametro, nudos poco evidentes, ligeramente prominentes y alternos;
entrenudos 10 cm de largo. Con espinas caulinares, solitarias, cénicas,
bicornes y tortuosas, de 10 - 15 cm de largo, distribuidas irregularmente en el

entrenudo.



Corteza rugosa por numerosas lenticelas, de color café verdoso.

Lenticelas pequefias y alargadas axialmente, con abertura vertical,
abundantes y dispersas, de color café. Muesca café claro a rosa, con borde
grueso café rojizo claro o naranja claro.

Ramas jovenes tallos verdes a rojizos, lisos, triangulares a
hexagonales; hojas alternas, compuestas de 5 foliolos, con max al cortarlas y
zarcillos bifidos.

Seccion trasversal, xilema de color café amarillento claro con
numerosos poros pequefios, visibles. Médula pequeﬁa en tallo central, café.
Corteza delgada, de 1 - 2 mm de grosor, rosa claro con granulaciones que se
tornan a naranja. El tallo cuenta con un eje central y tres laterales; el borde del
xilema central es crenado o arrosetado por 3 - 4 pequenas cuias. Fenologia

florece de abril a octubre, fructifica de enero a julio.

{ i
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Figura 1. Cashahuasca (Serjania cf. rubicaulis Benth).



Fruto ovado - cordado, 1,7 - 2,7 cm de largo y 2 cm de ancho,
glabro, frecuentemente con nervios prominentes, sélo ligeramente contraido
abajo de los cocos, cocos fuertemente comprimidos, divisidn entre los cocos
angosta y laxa (LEON, 2000).

2.1.2 Taxonomia

La clasificacién taxondmica para la cashahuasca (Serjania cf.

rubicaulis Benth) es la siguiente:

- Reino:  Plantae.

- Filo: Magnoliophyta.

- Clase: Magnoliopsida.

- Orden:  Sapindales.

- Familia: Sapindaceae.

- Género: Serjania.

- Especie: Serjania cf. rubicaulis.
- Autor Epiteto:  Benth.

- Nombre comun: Cashahuasca.

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

2.2 Compuestos bioactivos

Segun CRUZ (2008), se les conoce como fitoquimicos, compuestos que
pueden tener efectos fisioldégicos en el cuerpo, capaces de cambiar funciones
basicas de la célula en un nivel metabélico cuando el cuerpo se puede ver

afectado por alguna enfermedad.



LOCK (1988) manifiesta que los fitoquimicos pueden actuar de diferentes
maneras para reducir el riesgo de enfermedades: reducen la formacion de la
arteroesclerosis, porque actian como antioxidantes, incrementan la actividad
de las enzimas que destruyen carcinégenos o suprimen enzimas que forman o
activan carcinégenos ya que los fitoquimicos pueden modificar la expresion
genética de las enzimas; estimulan el sistema inmune para responder a células
anormales; interfieren en la estimulacion hormonal de algunos canceres;
reducen el riesgo de infeccién porque actian como agentes antimicrobiales.
Muchas de estas funciones tienen implicaciones para el desarrollo de
enfermedades del corazén, cancer y ofras enfermedades. El analisis
fitoquimico tiene como objetivo determinar los metabolitos secundarios
presentes en la especie vegetal a estudiar, por ejemplo en las plantas
medicinales, aplicando para ello una serie de técnicas de extraccién, de
separacion y purificacién y de determinacién estructural (UV, IR, RMN, EM).

2.2.1. Metabolitos secundarios frecuentes en las plantas

CRUZ (2008) menciona que los fitoquimicos no estan clasificados
como nutrientes, ya que son sustancias indispensables para generar energia o
construir estructuras. No obstante, existe la evidencia de que los fitoquimicos
pueden desempefiar otras funciones importantes relacionadas con la
prevencién de enfermedades.

Los constituyentes quimicos se agrupan segun su origen
biosintetico comun, y asi podemos mencionar a los terpenos y esteroides,

flavonoides, cromenos y benzofuranos, cumarinas, quinonas, alcaloides entre



otras. A continuacion se muestran los fitoquimicos mas importantes y se

describen sus funciones:

Carotenoides: en estos se incluyen el beta-caroteno y el licopeno. Pueden

actuar como antioxidantes (LOCK, 1988).

- Alcaloides: son sustancias basicas, que se caracterizan por poseer uno o

mas atomos de nitrégeno en un sistema heterociclico. Poseen actividad

- farmacolégica significativa usualmente sobre el sistema nervioso central
(CRUZ, 2008).

- Flavonoides: muchos pueden actuar como antioxidantes; ligar nitratos en el

estdbmago previniendo la conversion a nitrosaminas e inhibir la proliferacion

de células (LOCK, 1988).

Saponinas: pueden interferir con la replicacion del ADN, prevenir la
multiplicacion de células cancerigenas y estimular las respuestas inmune
(LOCK, 1988).
2.3 Antioxidantes

AVELLO y VALDIVIA (2009) menciona que un antioxidante es una
sustancia capaz de neutralizar la accién oxidante de los radicales libres,
liberando electrones en nuestra sangre que son captados por los radicales
libres, manteniendo su estabilidad.

Segun CUBERO et al. (2002), los antioxidantes frenan la reaccién de
oxidacion, pero a costa de inactivarse ellos mismos. El resultado es que la
utilizacion de antioxidantes retrasa la alteraciéon oxidativa del alimento, pero no

la evita de una forma definitiva.



SIES (1997) menciona que estos compuestos prolongan la vida util de los
alimentos, protegiendo contra el deterioro causado por la oxidacion, evitando la
rancidez de las grasas y los cambios de color.

Deben estar presentes en el organismo en una concentracion suficiente
que permita prevenir la acumulacién de elementos pro - oxidantes (HALLIWELL
y GUTTERIDGE, 1985).

2.3.1 Clasificacion de los antioxidantes

2.3.1.1 Antioxidantes endégenos

Los antioxidantes endégenos o antioxidantes enzimaticos
actian a nivel intracelular. Existen tres sistemas principales de enzimas
antioxidantes: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CTL) y glutation
peroxidasa (GPX) (GONZALES-TORRES et al., 2000).

Segun KRINSKI (2000), las defensas antioxidantes
consisten en evitar la reducciéon univalente del oxigeno mediante sistemas
enzimaticos. Se han descrito un grupo de enzimas especializadas en inactivar
por diferentes mecanismos a las ERO, como es el caso de la superéxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatién peroxidasa (GSH-Px), entre
otras.

2.3.1.2 Antioxidantes exogenos

GORMAZ (2005) manifiesta que los extractos naturales
estan constituidos por diversos compuestos de naturaleza quimica diferente
com.o polifenoles, isoprenoides, compuestos tidlicos, acido ascoérbico y
polisacaridos que en conjunto contribuyen, bajo diferentes mecanismos ejercer

la actividad antioxidante.



Algunos de los antioxidantes no enzimaticos son: el
glutatién en su forma reducida (GSH), algunos minerales como selenio, cinc, o
vitaminas como riboflavina, acido ascérbico (vitamina C) y a-tocoferol (vitamina
E), éstos son esenciales para la defensa contra el dafio oxidante debido a que

actiian como cofactores de las enzimas antioxidantes (KRINSKI, 2000).

- Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen una de las
principales clases de metabolitos secundarios de las plantas, donde
desempefian diversas funciones fisioldégicas. Entre otras, intervienen en el
crecimiento y reproduccion de las plantas y protegen frente a organismos
patégenos, predadores e incluso radiacién ultravioleta. También contribuyen a
las caracteristicas organolépticas de los alimentos de origen vegetal, al
intervenir en gran medida, en el color natural y en el sabor que éstos poseen
(MARTINEZ - VALVERDE et al., 2000; BALASUNDRAM et al., 2006).

Los fenoles son metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en el reino vegetal. Se localizan en todas las partes de las plantas y
su concentracion es variable a lo largo del ciclo vegetativo. Estos compuestos
participan de diversas funciones, tales como la asimilacién de nutrientes, la
sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacion de
componentes estructurales, lé alelopatia y la defensa ante los factores
adversos del ambiente. Los fenoles estan asociados al color, las caracteristicas
sensoriales (sabor, astringencia, dureza), las caracteristicas nutritivas y las
propiedades antioxidantes de los alimentos de origen vegetal (ROBBINS, 2003;

KAHKONEN et al, 2001).
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- Estructura quimica y clasificacion

MARTINEZ - VALVERDE et al. (2000) menciona que
estructuralmente los compuestos fenélicos estan constituidos por un anillo
aromatico, bencénico, con uno o mas grupos hidroxilos incluyendo derivados
funcionales. La naturaleza de los fenoles varia desde moléculas simples, como
los acidos fendlicos, hasta compuestos altamente polimerizados como los
taninos.

En el Cuadro 1 se muestran los tipos de compuestos

fendlicos de las plantas:

Cuadro 1. Clases de compuestos fenélicos.

Clase Estructura
Fenoles simples, benzoquinonas C6

Acidos hidroxibenzoicos C6~C1
Acetofenonas, acidos fenilacéticos C6-C2

Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides C6-C3
Naptoquinonas : C6-C4
Xantonas C6-C1-C6
Antraquinonas C6-C2-C6
Flavonoides, isoflavonoides C6-C3-C6
Lignanos, neolignanos (C6 - C3)2
Biflavonoides (C6-C3-C6)2
Ligninos (C6 - C3)n
Taninos condensados (C6 —C3-C6)n

Fuente: BALASUNDRAM et al. (2006).
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Cuadro 2. Estructura de los compuestos mas comunes.

Acidos benzoicos Acidos cinamicos

Acidogalico R1=R2=R3=0H Acidocafeico R1=R2=H;R3=R4

= OH
Acido R1=H;R2=R3= Acido fertlico R1=R2=H; R3=0H;
protocatécuico OH R4 = OCH3
Acido vanillico R1=H; R2 = OH; R3 Acido p- R1=R2=R4=H;R3
= QOCH3 cumarico = OH

Acido siringico R1=R3 = OCH3; R2 Acido sinapico R1=H;R2=R4 =
= OH OCH3; R3 = OH

Fuente: BALASUNDRAM et al. 2006.

- Flavonoides

HAVSTEEN (1983) menciona que los flavonoides
contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fendlicos y excelentes propiedades de quelacidén del hierro y otros metales de
transicién lo que les confiere una gran capacidad antioxidante.

Segun MARTINEZ et al. (2002), los flavonoides son .
pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al organismo
del dano producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la
polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. Son
compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comuin de
difenilpiranos (Ce-C3-Cs), compuesto por dos anillos de fenilos ligados a través
de un anillo de pirano (heterociclico).

- Vitamina C o acido ascérbico.
SHEKELLE (2003) manifiesta que es un importante

antioxidante hidrosoluble que actia potenciando el efecto de otros



12

antioxidantes tal como sucede con la vitamina E y el selenio. No se sintetiza en
el organismo, por lo que debe ser aportada por la dieta. Sus principales
funcionés son neutralizar el oxigeno singlete (O,), capturar radicales hidréxilos
y aniones superéxido y regenerar la forma oxidada de vitamina E una vez que
ha reaccionado con un radical libre (RL). Actila de forma sinérgica con la
vitamina E, y se ha comprobado que se absorbe mejor si se encuentra en una
formulacion que contenga vitamina E.
2.3.2 Funcion de los antioxidantes

El antioxidante al reaccionar con el radical libre, le cede un
electrén, oxidandose a su vez y transformandose en un radical libre débil no
téxico, que en algunos casos, puede volver a su estado inicial mediante la
actuacién de otros antioxidantes (SIES y STAHL, 1995).

GONZALES - TORRES et al. (2000) manifiesta que los antioxidantes
tienen accién potencialmente benéfica para la salud y que constituyen el
principio activo de muchas plantas medicinales.

Pueden actuar previniendo la formacién de radicales libres,
interceptando el ataque de las mismas, captando los metabolitos reactivos y
convirtiéndolos en moléculas menos reactivas, facilitando la reparacion del
dafio provocado y manteniendo un ambiente favorable para la actuacion de

otros antioxidantes (HALLIWELL y GUTTERIDGE, 1985).

2.4 Radicales libres
Seglin AVELLO y VALDIVIA (2010), los radicales libres son atomos o
grupos de atomos que tienen un electrén desapareado por lo que son muy

reactivos ya que tienden a robar un electrén de moléculas estables con el fin de
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alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre ha
conseguido sustraer el electrén para aparear su electrén libre, la molécula que
se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrén
desapareado. Inicidndose asi una verdadera reacciéon en cadena que destruye
nuestras células.

La vida media biologica del radical libre es de microsegundos, pero tiene
la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un
gran dafo 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).

MURILLO (2006) menciona que los procesos de oxidacion producen
radicales libres que pueden interferir en los procesos normales y dafar las
células corporales causando estrés oxidativo. El estrés oxidativo, se define
como el desbalance entre la produccién de radicales libres y la cantidad de
antioxidantes presentes en el ambiente intracelular (ELEJALDE, 2001 e INOE
et al,, 2001). Muchas sustancias toxicas son capaces de producir radicales
libres y de disminuir nuestra defensa antioxidante.

2.4.1 Determinacion de la capacidad antioxidante

2.4.1.1 Prueba del radical 1,1 difenil - 2 - picril - hidrazil (DPPH)

Segun LEBEAU et al. (2000), el DPPH es un radical libre

que puede obtenerse directamente sin una preparaciéon previa, solo puede
disolverse en medio organico, presenta un pico de absorbancia a 515 nm. Es

un radical libre estable y se utiliza como indicador para medir la capacidad de
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secuestro de cualquier compuesto que posea actividad antioxidante. El
principio del método del DPPH consiste en la sustraccion de un atomo de
hidrogeno proveniente de un fenol donador (ejemplo compuesto fenélicos) para
generar el compuesto de finilpicrihidrazina y un radical fenoxil. En este proceso,
la reaccion desarrolla un cambio de color de violeta a amarillo a medida que
disminuye la absorbancia detectable a 515 nm.

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
mi) disuelto en metanol al 80 %, a la longitud 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. Las medidas de absorbancia a
517 nm se realizan antes de afadir la muestra (Ap) y pasados los 30 y 60
minutos (Af). La concentracion de DPPH' en el medio de reaccion se calcula a
partir de uha curva de calibrado obtenida por regresién lineal. Los resultados se
expresan en TEAC, o sea, actividad equivalente a Trolox (uM/g de muestra
peso fresco). El antioxidante sintético de referencia Trolox, a una concentracion
de 0,08 - 1,28 mM en disolucion de metanol al 80 %, se ensaya en las mismas
condiciones, expresandose los resultados en TEAC.

2.4.1.2 Prueba del TEAC o radical 2,2 - azinobis (3 -

etilbenzotiazoline - 6 acido sulfénico) (ABTS®")

Segun KUSKOSKI et al. (2005), el ABTS®' tiene que ser
generado tras una reacciéon que puede ser quimica (didxido de manganeso,

persulfato potasio, ABAP), enzimatica (peroxidase, mioglobulina), o también
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eletroquimica. Con el ABTS®" se puede medir la actividad de compuestos de
naturaleza hidrofilica y lipofilica. 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. 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,
rapido 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 que la reaccién con el
radical ABTS®" no se completa hasta pasado 1 minuto.

El ensayo TEAC (“Trolox Equivalent Antioxidant Capacity”)
o ensayo del ABTS [2,2 - azinobis - (3 - ethylbenzothiazoline - 6 - sulphonic
acid)] se basa en la inhibiciéon por los antioxidantes del radical catiénico verde -
azulado ABTS®* [2,2 - azinobis - (3 - ethylbenzothiazoline - 6 - sulphonate)],
cuyo espectro muestra un maximo de absorcién a las longitudes de onda 415,
645, 734 y 815 nm. De todas ellas, las longitudes de onda empleadas mas
frecuentemente son 415 y 734 nm (PRIOR et al,, 2005). Como patron se
emplea el compuesto denominado Trolox (6 - hydroxy - 2, 5, 7, 8 -
tetramethychroman - 2 - carboxylic acid), un analogo sintético hidrosoluble de la
vitamina E. Para el desarrolio del método se suelen emplear dos estrategias:
inhibicidén y decoloracién.

SANCHEZ - MORENO (2002) menciona que en la primera

los antioxidantes se afiaden previamente a la generacion del radical ABTS®" y
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lo que se determina es la inhibicidon de la formacion del radical, que se traduce
en un retraso en la apariciébn de la coloracién verde-azulada. En la segunda
estrategia, los antioxidantes se afiaden una vez el ABTS°" se ha formado y se
determina entonces la disminucién de la absorbancia debida a la reduccién del
radical, es decir la decoloracion de éste.

El método original descrito por MILLER et al. (1993) emplea
metamioglobina y peréxido de hidrégeno (H2O,) para generar ferrilmioglobina,
la cual reacciona con el ABTS®" para generar el radical ABTS®". La muestra a
analizar se afiade antes de la formacion del ABTS®* por lo que se trata de un
ensayo de inhibicién. Este orden de adiciéon de los reactivos ha hecho que el
método sea criticado, ya que posibles interferencias de los antioxidantes con el
sistema de generaciéon de radicales puede llevar a una estimaciéon de los
valores de actividad antioxidante por debajo de los reales (PRIOR et al., 2005).

La modificacién que propone RE et al. (1999), implica la
produccion directa del croméforo azul/verde ABTS®" por la reaccidon entre
ABTS®" y peroxodisulfato de potasio. La adiciéon de antioxidantes al catién
preformado en el medio de reaccién convierte esta técnica en una estrategia de
decoloracién. El grado de decoloracion se puede medir a diferentes longitudes
de onda, como se ha comentado, siendo Ié habitual la absorbancia a A = 734
nm e indica el porcentaje de inhibicién del radical ABTS-*como capacidad de
reduccion del antioxidante. Este porcentaje de inhibicién determina la actividad
antioxidante como funcién de la concentracion y del tiempo en comparaciéon
con la reactividad relativa del patron estandar, Trolox, bajo las mismas

condiciones.
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Este método espectrofotométrico es valido para el estudio
de antioxidantes hidrofilicos, lipofilicos o sanguineos, compuestos puros y
extractos alimentarios (SANCHEZ - MORENO, 2002).

2.4.2 Determinacion de los polifenoles totales
2.4.2.1 Prueba Folin - Ciocalteu

PRIOR et al. (2005) manifiestan que el método Folin -
Ciocalteu usado actualmente fue propuesto por Singleton y Rossi en el afio
1965. Este ensayo es una modificacion de un método desarrollado en 1927 por
Folin y Ciocalteu empleado para la determinacion de tirosina, el cual se basaba
en la oxidacién de los fenoles por un reactivo de molibdeno y wolframio
(tungsteno). La mejora introducida por Singleton y Rossi fue el uso de un
heteropolianion fosférico de molibdeno y wolframio que oxida los fenoles con
mayor especificidad (3H,0 - P05 - 13WO; - 5Mo0O3 - 10H,0 y 3H,0 - P05 -
14WO; - 4MoO3; - 10H,0). La oxidacién de los fenoles presentes en la muestra
causa la aparicibn de un compuesto con coloraciéon azul que presenta un
maximo de absorcién a 765 nm y que se cuantifica por espectrofotometria en
base a una recta patrén de acido galico. Aunque se trata de un método simple,
preciso y sensible, es un procedimiento criticado ya que existen diversas
sustancias de naturaleza no fendlica que interfieren en las determinaciones y
que pueden dar lugar a concentraciones de compuestos fendlicos
aparentemente elevadas, por lo que deben hacerse correcciones para estas
sustancias. Entre ellas destacan las proteinas, el acido ascorbico (CgHgOs), €l
acido urico (CsHsN4O3), algunos aminoacidos y nuclettidos, azicares, aminas

aromaticas y algunas sales inorganicas.
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No obstante, a pesar de estos inconvenientes, el ensayo de
los fenoles totales se emplea con frecuencia en el estudio de las propiedades
antioxidantes de alimentos vegetales al tratarse de un parametro que
generalmente muestra una estrecha correlacion con diferentes métodos de
medida de la actividad antioxidante (SCHLESIER et al., 2002; SUN et al,,
2002).

El ensayo Folin - Ciocalteu ha sido utilizado durante
muchos afios como una medida del contenido en compuestos fendlicos de
productos naturales. Sin embargo, el mecanismo basico del método es una
reaccion redox (el reactivo Folin es una mezcla de acido fosfotingstico y de
acido fosfomolibdico que se reduce, por oxidacién de los fenoles, a una mezcla
de 6xidos azules de tungsteno y de molibdeno), por lo que puede considerarse
como otro método de medida de la actividad antioxidante total, como el ensayo
TEAC (“Trolox Equivalent Antioxidant Capacity”) o el ORAC (“Oxygen Radical

Antioxidant Capacity”) (PRIOR et al., 2005).

2.5 Alimentos funcionales con efecto antioxidante

El término alimento funcional hace referencia a alimentos o ingredientes
que mejoran el estado general de salud y/o reducen el riesgo de enfermedad.
Es decir, son alimentos que ademas de cumplir su misidon basica y
fundamental, alimentar, tienen otra funcion, principalmente asociada con la
salud.

Segun CHASQUIBOL (2003), se podria definir como cualquier alimento

en forma natural o procesada, que ademas de sus componentes nutritivo
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contiene componentes adicionales que favorecen la salud, capacidad fisica y el
estado mental de la persona.

Un alimento funcional es el que tiene una apariencia similar a la de un
alimento convencional, se consume como parte de una dieta normal y ademas
de su funcion nutritiva basica, se ha demostrado que presenta propiedades
fisiologicamente beneficiosas y/o reduce el riesgo de contraer enfermedades
crénicas (MAZZA, 2000).

RAFTER (2002) menciona que en los ultimos afios se ha incrementado el
interés por parte de las industrias alimentarias y los consumidores por el
concepto de alimento funcional. Asi, con un consumidor cada vez mas
interesado en alimentos mas saludables y una industria alimentaria que ha
comprendido la potencialidad del mercado de los alimentos funcionales, se ha
iniciado a nivel mundial una intensa actividad investigadora en el area de estos
“nuevos alimentos”.

Se trata, ademas, de productos alimenticios que deben consumirse dentro
de la dieta habitual para conseguir efectos beneficiosos que van mas alla de los
requerimientos nutricionales tradicionales. Un alimento puede hacerse
funcional siguiendo alguna de las siguientes estrategias o sus combinaciones:

- Eliminar componentes perjudiciales presentes en el alimento (p. e€j.
alérgenos).

- Incrementar la concentracion de un componente presente de forma
natural en el alimento hasta unos niveles en que pueda inducir los
beneficios esperados, o incfementar la concentracion de una sustancia no

nutritiva hasta niveles en que esta demostrado su efecto beneficioso.



20

- Anadir un componente que no esta presente de forma natural en el
alimento y que no es necesariamente un macronutriente o un
micronutriente, pero cuyos efectos beneficiosos son reconocidos (p. €j.

prebidticos, antioxidantes no vitaminicos).

- Sustituir un componente, generaimente un macronutriente (p. ej. grasas),
Cuyo consumo excesivo tenga efectos perjudiciales por un componente de

reconocido efecto beneficioso.

- Incrementar la biodisponibilidad o estabilidad de un componente que se
sepa que es capaz de producir un efecto funcional o reducir un potencial

riesgo de enfermedad del propio alimento.

Segin ROBERFROID (2002), estos efectos beneficiosos deben
demostrarse cientificamente con el objetivo de validarlos y para poder aprobar
las declaraciones nutricionales en su etiquéta.

LARROSA et al. (2002) manifiesta que una de las areas mas
prometedoras para el desarrollo de alimentos funcionales se fundamenta en la
posibilidad de modular los sistemas redox del organismo. Por esta razén, en la
actualidad muchos alimentos funcionales tiehen como finalidad incrementar el
aporte de antioxidantes naturales en la dieta.

De hecho, en el campo del desarrollo de nuevos ingredientes se esta
produciendo un aumento en la produccion de este tipo de extractos vegetales
en los cuales los compuestos bioactivos son aislados y concentrados para su
uso como suplementos, alimentos nutracéuticos o0 como ingredientes en la

elaboracién de alimentos funcionales (PSZCZOLA, 2003).



Il MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

El trabajo de investigacion se ejecutd en la Universidad Nacional Agraria
de la Selva, en Tingo Maria, ubicado en el distrito de Rupa Rupa, provincia de
Leoncio Prado, region Huanuco, con una temperatura entre 17 °C y 32 °C, con
82 % de HR. Se trabajé en los laboratorios del centro de investigacién para el
desarrolio biotecnolégico de la amazonia (CIDBAM), centro de investigaciones
de productos naturales de la amazonia (CIPNA), laboratorio de analisis de
alimentos, laboratorio de quimica, laboratorio de nutricién, laboratorio de
analisis sensorial y los laboratorios 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

Las hojas de la cashahuasca (Serania cf rubicaulis Benth) fueron
obtenidas de la zona del papayal grande, cuyas coordenadas son: UTM 18 L:
8978869 N, 388468 E y una altitud de 685 m., carretera Tingo Maria - Castillo
Grande a 7,24 Km., distrito de Rupa Rupa, Provincia de Leoncio Prado, Regién
Huanuco. El material biolégico fue cosechado en tres estadios de hoja apical,
medio y basal;, estas fueron trasladadas al laboratorio para su

acondicionamiento y posterior analisis.
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La identificacion taxonémica fue realizada en el museo de historia natural
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La ubicacion sistematica fue
ratificada mediante constancia N° 09-USM-2012, siendo determinada por el

Bigo. Severo Balde6n Malpartida.

3.3 Equipos, materiales y reactivos

3.3.1 Equipos de laboratorio

- ‘Balanza analitica OHAUS galaxy 160 sensibilidad 0.0001g

Germany.
- Balanza sartorius model TE1502S.
- Estufa barnstead / lab - line.
- Lampara UV caution ultra-violet radiation.
- Cocina eléctrica de plataforma barnstead / thermolyne. U. S. A.
- Refrigeradora icebeam door cooling LG GR-5392QLC.
- Desionizador de agua modelo D 7035 (Barnstead) Germany.

- Espectrofotometro genesys 6 (Thermo Electron Corporation) U.

S.A.

- Homogenizador modelo VORTEX GENIE-2 (Scientific

industrias SI™) U. S. A,
- Centrifuga modelo MIKRO R22 (HettichZentrifugen) Germany.
- Bafo maria modelo YCW-010E (Associated With Cannic, Inc,
U.S. A).

- Digestor de proteina. digest automat K-438 BUCHI

labortechnik. AG.
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Equipo soxhlet, gerhardt. Germany.
Bureta automatica.

Horno mufla LABOR miiszeripari miivek temperatura regulable

de 250 °C a 900 °C.

Secador cilindrico LABOR muszeripari mivek temperatura

regulable de 40 °C a 250 °C.
Refractometro LABOR MIN, Hungria.

Campana extractora.

Materiales de laboratorio

Tubos de plastico con tapa de 15y 20 ml.

Cubetas de poliestireno, Gene Mate(1cm x 1crh x 4.5¢cm).
Tubos de ensayo Pirex U. S. A.

Microtubos (1.5 - 2.0 ml.)

Vasos de preéipitacién (1000 ml., 500 ml., 100 mi., 50 ml., 10
mi.).

Fiolas (1000 mi., 500 ml., iOO mi., 50 mi., 10 ml.).
Gradillas.

Probetas de 10, 100 y 500 ml.

Tips de 200 y 1000 ul.

Micropipetas regulables de 10 - 100 pl y de 100 - 1000 pl.
Matraces erlenmeyer de 50 y 250 ml. Kimax U. S. A.
Campana de desecacion con perlas de silicagel.

Crisoles de porcelana, cap. 50 ml. Haldenwanger Berlin.



Papel filtro watman N 42.

Espatulas metalicas.

3.3.3 Reactivos y solventes

Metanol al 96 %.

Agua destilada desionizada (H20dd).

1,1 diphenyl - 2 - picryl - hydrazyl (DPPH), 90 %. Sigma
Chemical.

2,2 - azinobis (3 - etilbenzotiazoline - 6 acidosulfonico)
(ABTS®"), 98%. Sigma Chemical.

Persulfato de potasio (K2S,03) p.a. Sigma Chemical.
Folin - cioéalteus, merck. Germany.

Carbonato de sodio (Na2CO;) p.a. ISO. Scharlau.
Hexano p.a. merck. Germany.

Acido sulfaricos 95 - 97% p.a. merck. Germany.

Hidréxido de sodio (NaOH) en lentejas p.a. ISO. merck.

Germany.

Acido clorhidrico fumante 37 % p.a. merck. Germany.

3.4 Métodos de analisis

3.41

Analisis quimico

Humedad, método 23.003 (AOAC, 1997).
Proteina, método 991.29 (AOAC, 1997).
Grasa, método 935, 60 (AOAC, 1997).

Fibra, método 930.20 (AOAC, 1997).

24
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- Cenizas, método 942.50 de calcinacion directa (AOAC, 1997).

- Carbohidratos, se determiné por diferencia de los demas
componentes del analisis quimico (HART y FISHER, 1991).
3.4.2 Analisis fitoquimico |
Se determiné por los métodos en el estudio de productos naturales,
(LOCK DE UGAZ, 1988).
3.4.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante
- Inhibicion del radical 1,1 diphenyl - 2 - picryl - hydrazyl (DPPH),
método de inhibicion del radical DPPH, descrito por Brand -
Williams (et al. (1995), Modificado por SCHERER, R.; GODOY,
(2009).
- Capacidad de inhibir el catibn 2,2 - azinobis (3 -
etilbenzotiazoline - 6 acido sulfénico) (ABTS®*), método descrito
por PELLIGRINI et al. (1999).
3.4.4 Caracterizacion de la bebida funcional obtenida por la hoja de

cashahuasca

3.4.4.1 Analisis sensorial
Se utilizé anadlisis afectivo “medida del grado de
satisfaccion”, con este analisis se determiné la aceptabilidad por parte del
consumidor (URENA, 1999).
3.4.4.2 Caracterizacion fisicoquimica
- Densidad, método indicado por (INDECOPI, 1974).
- Determinacion del color, se evalué con el colorimetro

Konica Minoita CR 400 seguin el método del CielLab.
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- Acidez, método indicado (AOAC, 1995).
- Sélidos solubles, método indicado (INDECOPI, 1974).

- pH, método 973.193 AOAC (1964).

3.4.4.3 Cuantificacion de polifenoles totales
_ Método espectrofotométrico desarrollado por FOLIN Y
CIOCALTEU et al. (1927), modificado por SANDOVAL et al. (2001).
3.5 Metodologia experimental
3.5.1 Caracterizécién quimica de la hoja de cashahuasca
Se realizé el analisis quimico de las hojas de la cashahuasca,
siguiendo los métodos ya descritos en el item métodos de andlisis (3.4.1).Los
resultados fueron analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA)
y en los niveles donde existié significacion estadistica se aplicd la prueba de

Tukey (p<0,05).

3.5.2 Caracterizacion fitoquimica de la hoja de cashahuasca
3.5.2.1 Preparacion de la hoja de cashahuasca para el estudio
fitoquimico

- Recoleccién, se realiz6 en funcién a los estadios de
hoja apical, medio y basal.

- Desecacioén, las hojas de cashahuasca se desecaron
en estufa con sistema de ventilacién a una temperatura
de 60 °C por 48 horas.

- Molienda, se utilizé6 molino de cuchillas, obteniéndose

un polvo fino (tamiz n° 1mm).
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3.5.2.2 Preparacion del extracto etanélico
Se pesé 100 g del polvo seco de cada estadio de hoja; se
anadié 400 mi de alcohol a 96° y se acondiciono a temperatura ambiente; se
agité dos veces al dia por un tiémpo de un minuto durante 4 dias, luego se filtré
y se concentré en la estufa a 40 °C para obtener al final un extracto seco.
3.5.2.3 Ensayos preliminares

- Prueba de solubilidad, se realiz6 en solventes de
polaridad creciente y estos son los siguientes: n -
hexano, acetona, diclorometano, metanol, etanol y
agua destilada.

- Tamizaje fitoquimico, se realizd por el método descrito
en el item métodos de analisis (3.4.2) empleandose
pruebas o técnicas simples, rapidas y selectivas para la
determinacién de los metabolitos secundarios.

3.5.2.4 Analisis cromatograficos
En la cromatografia en capa fina se utilizé placas con silica
gel y como sistema de solventes: metanol - diclorometano (1:4) vlv,
presentandose tres manchas a luz UV 254 y 365 nm, luego se realiz6 la
cromatografia en escala preparativa y fueron reveladas con los reactivo de

tricloruro, acido sulfarico 50 % y el reactivo de warnep.

3.5.3 Preparacion de los extractos acuosos y etanédlicos de las hojas
de cashahuasca.
Se realizé la preparacion de los extractos acuosos y etandlicos,

una vez obtenida la hoja de cashahuasca en el laboratorio, estas fueron
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lavadas y separadas de acuerdo a los estadios de la hoja (apical, medio y

basal), se secaron en una estufa con sistema de ventilaciéon a una temperatura

de 60 °C por 48 horas, para ser molidos con la finalidad de obtener una mejor
extraccion.

- Extracto acuoso, se procedié a tomar 5 g de cada muestra de las hojas, a
cada una se adicion6 50 ml de agua destilada (concentraciéon de 100
mg/mi), se sometié a ebullicibn por 5 minutos, se filtré6 y se llevo al
rotavapor donde se obtuvo la droga vegetal determinando la primera
concentracion la cual fue separada en microtubos, luego se centrifugé a
una velocidad de 10,000 rpm durante 5 minutos a una temperatura de 4 °C.
A partir de esta concentracién se prepararon las demas concentraciones.

- Extracto etandlico, se procedi6 a tomar 5 g de cada muestra de las hojas
y a cada una de ellas se adicioné 50 ml de etanol al 96 % (concentracién
de 100 mg/ml), se dejé macerar por un periodo de 48 horas, se filtré y se
llevo al rotavapor donde se obtuvo la droga vegetal determinando la
primera concentracién la cual fue separada en microtubos, luego se
centrifugé a una velocidad de 10,000 rpm durante 5 minutos a una
temperatura de 4 °C. A partir de esta concentracion se prepararon las

demas concentraciones.
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3.5.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos de
las hojas de cashahuasca |
3.5.4.1 Capacidad de Inhibicion del radical 1,1 diphenyl - 2 -
picryl - hydrazyl (DPPH)

Para la determinaciéon de la capacidad antioxidante por el
método del DPPH, se us6 el reactivo 1,1 diphenyl - 2 - picryl - hydrazyl (DPPH)
el que se disolvié en metanol al 96 %, este radical libre (DPPH) es estable y se
utilizd como indicador para medir la capacidad de secuestro de cualquier
compuesto que posea actividad antioxidante. El principio del método DPPH
consisti6 en la sustraccion de un atomo de hidrégeno proveniente de un
donador (extractos) para generar el compuesto difenyl picryl hidrazine y una
especie radical. En este proceso, la reaccién desarroll6 un cambio de color
violeta a amarillo a medida que disminuye la absorbancia. Con concentraciones
del extracto acuoso de las hojas apical (47,70; 76,32; 114,90; 143,10 ug/ml),
medio (9,54; 28,62; 47,70; 66,78 ug/ml) y basal (9,54; 28,62; 47,70; 66,78
ug/ml); y concentraciones del extracto etanélico de las hojas apical (28,62;
85,86; 124,02; 181,26 ug/ml), medio (28,62; 57,24, 85,86; 124,02 ug/ml) y basal
(47,70; 76,32; 114,90; 143,10ug/ml). La reaccién se generd en una cubeta de
poliestireno (1 cm x 1 cm x 4,5 cm), con un volumen de 25 yl de muestray 975
pl de radical DPPH. Luego inmediatamente se procedié a la lectura de
absorbancia en un espectrofotdmetro, las lecturas se registraron a 515 nm por
espacio de 10 minutos. El porcentaje de inhibicion del radical DPPH fue

calculado con la siguiente ecuacién:
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% Inhibicion DPPH= [(Ac - Am)/Ac] x 100
Dénde:
Ac: Absorbancia de los controles.

Am: Absorbancia de la muestra en funcién del tiempo (10 minutos).

La actividad antioxidante fue expresados en ICso para ello
se ploted concentracidn vs porcentaje de inhibicién con las cuales se obtuvo
una curva de ajuste del tipo lineal sobre la cual se determiné el valor del ICsgp.
También se calcul6 el indice de actividad antioxidante (AAl) con la siguiente

ecuaci6n:
AAI= concentracion final del DPPH (ug.ml) / 1Cs (ug.ml™)

Los resultados fueron analizados mediante el disefio
completamente al azar con arreglo factorial (DCA), 3A2B con tres repeticiones
y en los niveles donde existié significacion estadistica se aplicod la prueba de
Tukey (p<0,05).

3.5.4.2 Capacidad de inhibir el cation 2,2 - azinobis (3 -

etilbenzotiazoline - 6 acido sulfénico) (ABTS°")

Segun la metodologia desarrollada por PELLIGRINI et al.
(1999) el radical ABTS®* se formé6 tras la reaccion de ABTS (7 mM) con
persuifato potasico (140 mM, concentr;;:ién final) incubados a temperatura
ambiente y en oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS®" se

diluyé con metanol hasta obtener un valor de absorbancia entre 0,7 a 1.2. Con
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concentraciones del extracto acuoso de las hojas apical (4,77; 9,54; 28,62,
47,70 ug/ml), medio (4,77; 9,54; 28,62; 47,70 ug/ml) y basal (4,77; 9,54, 28,62,
47,70 ug/ml); y concentraciones del extracto etandlico de las hojas apical (9,54;
38,16; 57,24; 76,32 ug/ml), medio (9,54; 28,62; 47,70; 66,78 ug/ml) y basal
(28,62; 47,70; 66,78; 85,86 ug/ml). La reaccién se gener6é en una cubeta de
poliestireno (1 cm x 1 cm x 4,5 cm), con un volumen de 10 pl de muestra y 990
ul del radical ABTS®". La disminuciéon de la absorbancia fue registrada a 734
nm por espacio de 5 minutos. El porcentaje de inhibicion del radical fue

calculado con la siguiente formula:

% Inhibiciéon ABTS®'= [(Ac - Am)/Ac] x 100
Doénde:
Ac: Absorbancia de los controles.

Am: Absorbancia de la muestra en funcién del tiempo (5 minutos).

La actividad antioxidante fue expresados en ICso para ello
se plote6 concentracion versus porcentaje de inhibicion con las cuales se
obtuvo una curva de ajuste del tipo lineal sobre la cual se determiné el valor del
|C50.

También se calculé la capacidad antioxidante equivalente a

trolox (TEAC) con la siguiente ecuacion:

TEAC= Pendiente curva Antioxidante / Pendiente curva Trolox
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Los resultados fueron analizados mediante el disefio

completamente al azar con arreglo factorial (DCA), 3A2B con tres repeticiones

y en los niveles donde exista significacion estadistica se aplicod la prueba de

Tukey (p<0,05).

3.5.5 Elaboracion de la bebida funcional de la hoja de cashahuasca
con mejor capacidad antioxidante

Las operaciones realizadas para el proceso de elaboracion de la

bebida funcional, se indican en el flujograma de la Figura 2, las hojas con mejor

capacidad antioxidante fueron cosechadas y llevadas al laboratorio, la

descripcion se realiza a continuacion:

Seleccion, se realizé con la finalidad de eliminar aquellas hojas que
presentaban defectos.

Limpieza, se realiz6 con la finalidad de eliminar materia organica.

Pesado, se realiz6 con una balanza analitica de precision, donde se pesé
100 g de hoja en tres proporciones.

Cortado, se realizé con tijeras con la finalidad de reducir el tamafio de las
hojas y aumentar la superficie de contacto.

Mezcla, la bebida funcional se evalué a 3 concentraciones diferentes
adicionando agua destilada en 600, 800, 1000 ml en cada proporcién de
hoja pesada; obteniendo concentraciones de 166,66; 125; 100 mg/ml.
Extraccion, las diferentes concentraciones se sometié a ebullicidn por un
tiempo de 5 minutos.

Filtrado, se realizdé con papel whatman pasada rapida con la finalidad de

separar las trazas de hojas y poder obtener un extracto limpio.
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HOJA

SELECCION

|

LIMPIEZA

!

PESADO 100 g muestra para cada proporcién

|

CORTADO

|

AGUA —» MEZCLA 166,66: 125; 100 mg/mi
600. 800. 1000 m ﬂ

EXTRACCION Ebullicién / 5 min.

|

FILTRADO Papel de paso rapido

|

ENVASADO

l

ENFRIADO T° ambiente

\¥4

ALMACENAMIENTO T° refrigeracion

Figura 2. Flujo general para la elaboracion de la bebida funcional.
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- Envasado, se realizé el envasado del producto en botellas de vidrio de

color ambar.
- Enfriado, se realiz6 el enfriado del producto a temperatura ambiente.
- Almacenamiento, se realizé en refrigeracion, con la finalidad de prolongar

la vida til del producto.

3.5.6 Caracterizacion de la bebida funcional
3.5.6.1 Analisis sensorial
Se realizaron los analisis sensoriales mediante el andlisis

afectivo “medida de grado de satisfaccion” (URENA, 1999), se utiliz6 la escala
hedénica presentada en el Cuadro 27 (Anexo - Ill). Los resultados fueron
analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA) y en los niveles

donde exista significacion estadistica se aplicé la prueba de tukey (p<0,05).

3.5.6.2 Caracterizacion fisicoquimica
Se realizé en la bebida funcional que obtuvo mayor grado
de satisfaccion, esta caracterizacion fisicoquimica considero lo siguiente:
Densidad, color, acidez, sélidos solubles y pH; siguiendo los métodos descritos
en el item métodos de analisis (3.4.4.).
3.5.6.3 Determinacion de la curva estandar de polifenoles
totales
Para determinar la curva estandar se preparé una solucién
stock de 10 ml de acido galico a una concentracion de 1,88 mg/ml, a partir de
esta soluciéon stock se prepararon concentraciones de 0,564; 0,186; 0,056;
0,018; 0,006 mg/ml, cada dilucién se preparé por triplicado. En cada tubo de

ensayo se adiciond 1580 pL agua destilada, 20 pl de las soluciones estandar
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diluida, 100 pL de solucién del fenol follin - ciocalteu y finalmente 300 ul
Na;CO; al 20 %. Se incubd por 2 horas a temperatura ambiente y luego se
realiz6 la lectura en el espectrofotémetro UV/VIS, a una iongitud de onda de
700 nm. Con los resultados obtenidos se graficé absorbancia vs concentracion
y se procedié a determinar la ecuacion y el coeficiente de correlacion.
3.5.6.4 Cuantificacion de polifenoles totales

Para la cuantificacion de polifenoles totales se utilizé la
bebida funcional a una concentracion (15 mg/ml). En un tubo de ensayo se
colocé 1580 yl de agua déstilada, 20 pl de muestra, 100 pl de solucién de fenol
folin - Ciocalteu y finaimente 300 ul de carbonato de sodio (Na,CO3) al 20 %;
para completar la reaccion se dejé reposar 2 horas a temperatura ambiente.
Luego se monitoreo la absorbancia a 700 nm y en base a la curva patron se
determiné la cuantificacion de polifenoles expresado en mg de acido galico/ml
de muestra.

También se evalué la funcionalidad de la bebida en la
dilucién seleccionada, mediante la evaluacion de los radicales DPPH y ABTS™

El analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante el

programa STATGRAPHICS centurién XV. Il
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3.6 Diseiio experimental

3.6.1 Determinacion de hojas con mejor caracterizacion quimica

HOJA

y

Caracterizacion
quimica

Dénde:
- H4, Ho y Hi: Estadios de la muestra.

- Caracterizacion quimica: (humedad, proteina, grasa, fibra, cenizas y

carbohidratos).

Figura 3. Disefio experimental para determinacion de hojas con mejor

caracterizacién quimica.
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3.6.2 Determinacion de hojas con mejor capacidad antioxidante

HOJA

Hy

-

E,

=

Dénde:

C.A

= Hs4, Hy, Hi: Estadios de la muestra.

- E;4, E2: Extracto acuoso y etandlico.

- C.A. Capacidad antioxidante (DPPH, ABTS™).

Figura 4. Disefio experimental para determinacion de hojas con

capacidad antioxidante.

mejor



3.6.3 Elaboracion de la bebida funcional

Donde:
- Ci:
- Cz
- Cs
- HS
- Aq
- Az
- As:

Figura 5. Disefio experimental para la elaboracion de la bebida funcional.

HOJA
(Mejor capacidad antioxidante)

C1(HS/A,) C2(HS/A))

Ci(HS/A3)

v
OLOR, COLOR Y SABOR

Concentracién (166,66 mg/mi).
Concentracion (125 mg/ml).

Concentraciéon (100 mg/ml).

: Hoja seleccionado.

600 ml de agua.
800 ml de agua.

1000 mi de agua.
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IV RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1 Caracterizacion quimica de la hoja de cashahuasca

Los resultados del analisis quimico de la hoja de cashahuasca en los tres
estadios, en % de base himeda y base seca se presentan en el Cu_adro 3.

El analisis estadistico de la caracterizacién quimica entre los estadios de
las hojas de cashahuasca determiné que existen diferencia estadistica
significativa (p<0,05).

Segun los resultados del porcentaje de humedad, el estadio de hoja
apical contiene un mayor porcentaje de humedad con 78,53 + 0,01, a
comparacion con las hojas de (Lippia origanoides h.b.k.) orégano que contiene
menor porcentaje de humedad con 58,3241 % (HENAO, 2009), pero con las
hojas de kutzu (Pueraria phaseoloides) 73,20 % de humedad (ESPINOZA,
1993) siendo de inferior porcentaje con respecto a este estadio.

Segun los resultados del porcentaje de proteina, el mayor contenido se
encontré en el estadio de hoja apical con 22,38 + 0,08, pero en comparacion
con las hojas de kutzu (Pueraria phaseoloides) que tiene 26,98 % de proteina,
es superior a los tres estadios analizados (ESPINOZA, 1993), también en
comparacion con la hoja de coca que contiene el 20,288 % de proteina, es
inferior al estadio de hoja apical pero superior al medio y basal (PENNY, 2009).

Segun los resultados del porcentaje de grasa, el mayor contenido se

encontré en el estadio de hoja apical con 4,44 + 0,004, comparando el alto
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contenido de grasa frente a los tres estadios, la hoja de yuca (Manihot
esculenta crantz) con un 6,8 % de grasa (GIRALDO, 2006), mientras que las
hojas stevia (Stevia rebaudiana) tienen un contenido de grasa de 2,17 %, de
similar porcentaje que el estadio de hoja medio, pero inferior al basal y apical
(RODRIGUEZ, 2010).

Segun los resultados del porcentaje de fibra, el estadio de hoja medio
presento el mayor porcentaje de fibra con 26,37 1 0,02 %, el contenido de fibra
en las hojas de yuca (Manihot esculenta crantz) es el 11 %, inferior a los tres
estadios (GIRALDO, 2006), pero en comparacion de las hojas de kutzu
(Puerania phaseoloides) que tiene 33,99 % de fibra, es superior a los estadios
analizados (ESPINOZA, 1993).

Segun los resultados del porcentaje de ceniza, se encontr6 un mayor
porcentaje en el estadio de hoja basal 8,63 + 0,09; en comparacién de la hoja
de achiote (Bixa orellana Linneo) que tiene 7,18 % de ceniza, con menor
porcentaje con el estadio de hoja mencionado (DE LA CRUZ, 2005), el
contenido de cenizas en las hojas de yuca (Manihot esculenta crantz) es de
10,9 %, superior a los tres estadios (GIRALDO, 2006).

Segun los resultados del porcentaje de carbohidratos, se observa que el
estadio de hoja apical presenta mayor contenido de carbohidratos con 49,73 +
0,10 %, en comparacion con las hojas de stevia (Stevia rebaudiana) el
contenido de carbohidratos es de 58,5 % mayor que los tres estadios
estudiados (RODRIGUEZ, 2010), mientras que las hojas de kutzu (Pueraria
phaseoloides) contienen 28,88 % de carbohidratos siendo inferior a los

estadios analizados (ESPINOZA, 1993).



Cuadro 3.

Resultados del analisis quimico de la hoja de cashahuasca en los tres estadios.

Estadio de hoja
Determinaciones Apical Medio Basal
BH' BS? BH’ BS* BH' BS®
Humedad (%) 78,63 £0,01°  ——meemmeeoeeee 74,851 0,02° e 72,26 £ 0,02°
Proteina (%) (N x6.25) 4,80+ 0,02 22,38 +0,08° 4,69+0,02 18,64 £+ 0,05° 4,08 + 0,03 14,72 £ 0,012
Grasa (%) 0,95 10,00 4,44 £ 0,00° 0,54 £ 0,00 2,16+0,02* 0,79+0,04 2,84 £ 0,01°
Fibra (%) 3,66 + 0,00 17,12+ 0,00° 6,63+ 0,04 26,37 £0,02° 7,17 +0,00 25,85 + 0,00°
Ceniza (%) 1,36 £ 0,03 6,33+0,01® 1,97 +£0,02 7,82+ 0,07° 2,39+0,03 8,63 + 0,09°
Carbohidratos (%) ® 10,7 £ 0,03 49,73 +0,10° 11,32 +0,02 45,00 £0,07* 13,31 +0,05 47,97 £ 0,13°

Los valores representan (promedio + SEM, n=3) valores de una misma fila con superindices distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
' % Base humeda, > % Base seca, *Por diferencia

v
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4.2 Caracterizacion fitoquimica de la hoja de cashahuasca
4.2.1 Determinacion de solubilidad de los extractos de hojas de
cashahuasca
En el Cuadro 4, se muestran los resultados de solubilidad realizado
en los extractos de hojas de cashahuasca en los estadios apical, medio y

basal.

Cuadro 4. Resultados de solubilidad de los extractos de las hojas de

cashahuasca en tres estadios.

Estadio de hoja

Sustancia

Apical Medio . Basal
n-Hexano - - -
Acetona - o+ +
Diclorometano | - + ++
Metanol ++ + ++
Etanol ++ ++ ++
Agua destilada - + -

(-) Insoluble, (+) Poco soluble, (++) Soluble, (+++) muy soluble

Se observé solubilidad en metanol y etanol, deduciéndose que los
componentes quimicos mayoritarios dentro de las hojas de cashahuasca son
de estructura y naturaleza polar, teniendo también como antecedente los
estudios realizados en la hoja de Vallea stipularis L.f. (Chuillur) el cual tiene la

misma solubilidad (BONILLA, 2007).
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4.2.2 Analisis del tamizaje fitoquimico de la hoja de cashahuasca

El tamizaje fitoquimico permitié determinar cualitativamente los
principales grupos de constituyentes quimicos de las hojas. En el Cuadro 5 se
muestra los resultados del tamizaje fitoquimico realizado en extractos
alcohdlico de las hojas de cashahuasca en los estadios apical, medio y basal,
mostrando una alta variabilidad de compuestos presentes destacando entre
estos: alcaloides, flavonoides, fenoles, taninos, quinonas y glicosidos.

Existe presencia de alcaloides en las hojas de los tres estadios, en
poca cantidad (+), comparado con la hoja de oregano (Lippia origanoides
h.b.k) que es de moderada cantidad (++) (HENAO, 2009) y también
considerando la hoja de insulina (Justicia chlorostachya) (++), que tiene
moderada presencia de este metabolito (PINO, 2007).

El andlisis fitoquimico de hojas de cashahuasca permitié
comprobar también la presen'cia de flavonoides en la especie, ya que en los
tres estadios de hojas evaluados se obtuvieron resultados positivos con la
reaccién de Shinoda y del acido clorhidrico. Esto indica la presencia de
flavonoides tipo flavona, flavonol, flavanona, flavanonol, isoflavonoide vy
leucoantocianidinas. El estadio de hoja apical presentd poca presencia (+) a
comparacion dél estadio de hoja medio y basal donde hay moderada presencia
(++) de estos tipos de flavonoides; las hojas estudiadas presentaron menor
contenido que las hojas de insulina (Justicia chlorostachya) (+++), que tienen
abundante presencia de estos metabolitos secundarios (PINO, 2007); de igual
modo las hojas de oregano (Lippia origanoides h.bk.) (+++), teniendo

abundante presencia de este metabolito (HENAO, 2007).
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Cuadro 5. Resultados del tamizaje fitoquimico de la hoja de cashahuasca en

los tres estadios.

Estadio de hoja
METABOLITOS
Apical Medio Basal

Alcaloides

+ + +
(Dragendorff)
Alcaloides

+ + +
(Mayer)
Flavonoides

+ ++ ++
(Shinona(Mg/HCI))
Fendlicos

+++ +++ +++

(Cloruro Ferrico)
Taninos

+ + +
(Gelatina)
Aminoacidos
(Ninhidrina)
Quinonas

+ + +
(Burtranger(NaOH))
Glicosidos

++ ++ ++

(Molish(anaftol/H.SO,))

(-) Ausente, (+) Poco, (++) Moderado, (+++) Abundante

El andlisis de los compuestos fendlicos dentro de los tres estadios

de la hoja de cashahuasca indicé abundante presencia (+++), teniendo una
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similar presencia de este metabolito secundario comparando con la hoja de
Vallea stipularis L.f. (Chuillur) (BONILLA, 2007), pero en comparaciéon con la
hoja de maca (Lepidium peruvianum Chacén) que tiene moderada presencia de
este metabolito (++) (CUENTAS, 2008).

El extracto alcohdlico de las hojas de cashahuasca dentro de los
tres estadios mostraron precipitacion con el reactivo gelatina - sal, indicando
qgue en este 6rgano se concentran los taninos producidos por la planta, y el
precipitado produce coloracién verde tras la adicién de cloruro férrico, se infiere
que estos taninos son del tipo catéquico o condensados. Sin embargo, la
reducida cantidad de precipitado (+) obtenido indica una baja concentracion de
taninos en las muestras, presentando un contenido menor que en las hojas de
(Lepidium peruvianum Chacén) maca (++), la cual tiene moderada presencia
de estos metabolitos secundarios (CUENTAS, 2008). Mientras que el contenido
es similar al obtenido con las hojas de (Pterisvittata L.) helecho (+) que tiene
también una baja concentracion de este metabolito secundario (ACOSTA,
2010).

Se determiné la presencia de quinonas dentro de los tres estadios
en la hoja de cashahuasca, pero en poca cantidad (+), en comparacién con la
hoja de orégano (Lippia origanoides h.b.k.) que contiene abundante presencia
de este metabolito secundario (+++) (HENAO, 2009); pero presenté mayor
contenido que las hojas de (Lepidium peruvianum Chacén) maca (-) que no
tiene presencia de este metabolito (CUENTAS, 2008).

Se encontré6 moderada presencia (++) de glicosidos dentro de los

tres estadios de la hoja de cashahuasca, tenido poca presencia (+) de este
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metabolito en la hoja de la hierba del cancer (Cuphea aequipetala) (WAISEL,
2003); pero present6 un contenido menor que las hojas de Valleastipularis L.f.
(Chuillur) que tuvo abundante (+++) presencia de este metabolito (BONILLA,
2007).
4.2.3 Analisis cromatografico de la hoja de cashahuasca

En la cromatografia en capa fina se utilizd placas con silicagel y
como sistema de solventes: metanol - diclorometano (1:4) v/v, presentandose
tres manchas a luz UV 254 y 365 nm, luego se realizo la cromatografia en
escala preparativa para luego ser reveladas, dando como resultado:

Se determiné la presencia de compuestos fendlicos, con el reactivo
- tricloruro al calentarse la placa, resultando positivo obteniendo pequefias
manchas negras en las tres plaéas, presentandose en mayor proporcién en el
origen, caracterizandose por ser metabolitos pesados (BONILLA, 2007).

También se determiné la presencia de flavonoides al emplearse el
reactivo acido sulfurico al 50 %, al observarse en la luz UV a 365 nm resultando
positivo, observéndo. una coloracion de celeste a amarillo claro, el rojo se
intensifico y en el origen el color amarillo es de menor a mayor intensidad,
indicando la presencia de este metabolito; determinando 5 posibles
flavonoides. Estos resultados se presentaron en las tres placas debido a la
presencia de metabolitos similares (LOCK DE UGAZ, 1988).

Al utilizarse el reactivo warnep se determiné la presencia de
alcaloides (coloracién marrén es positivo), dando una coloracion amarillenta

para anaranjada, a diferencia del origen que tuvo la coloracién marrén, esto se
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determino en las tres placas, en conclusion si hay presencia de alcaloides pero

I3

en minima cantidad (HENAO, 2009).

Apical Medio Basal

Figura 6. Cromatografia en capa delgada de la hoja de cashahuasca en sus

tres estadios.

4.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante en los extractos de hojas de
cashahuasca
4.3.1 Inhibicion del radical 1,1 diphenyl - 2 - picryl - hydrazyl (DPPH)
Para determinar la capacidad antioxidante en los extractos de las

hojas de cashahuasca en sus tres estadios; se evalué frente al radical DPPH,



48
se presentan a continuaciéon en el coeficiente de inhibicién al 50 % (ICsp) €
indice de actividad antioxidante (AAl):

Los resultados de la prueba de DPPH fueron expresados en ICs
(ug/ml) para los diferentes estadios de hojas apical, medio y basal como se
muestra en el Cuadro 6 y Figura 7 los valores encontrados fueron analizados
estadisticamente y se determiné que existe diferencia altamente significativos
(Cuadro 20 del anexo ll); calculado los promedios segun la prueba de Tukey
(p<0,05) se encontré que el mejor tratamiento corresponde al estadio de hoja
medio del extracto acuoso con ICs 25,25 + 0,010 pg/ml, comparado con el
estadio de hoja apical del extracto etanolico ICso 57,16 + 0,016 pg/ml y los

demas estadios.

Cuadro 6. Inhibiciéon de radicales libres de DPPH (ICsp) de la hoja de

cashahuasca en sus tres estadios.

Determinaciones ICs0 (Hg/ml)
Acuoso 49,01 + 0,004°
APICAL
Etandlico 57,16 + 0,016
Acuoso 25,25 + 0,010
MEDIO
Etandlico 43,18 £ 0,011°¢
Acuoso 31,51 + 0,006°
BASAL
Etandlico 52,90 + 0,009°

Los valores representan (promedio + SEM, n=9) valores de una misma columna con superindices
distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
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Figura 7. Comportamiento del ICs con el radical DPPH en la hoja de

cashahuasca en sus tres estadios.

En comparaciéon con la hoja de maca (Lepidium peruvianum
Chacon) del extracto en agua destilada tiene un ICso 75,29 + 0,016 ug/ml, que
es de menor capacidad antioxidante frente a nuestra hoja (CUENTAS, 2008).
También se compard con los extractos hidroalcolicos de hojas de yacon
(Smallanthus sonchifolius (Poepp. Y Endl.) H. Robinson) de las diferentes
accesiones procedentes de Cajamarca tuvieron valores ICso 50,7 a 110,3
Hg/mi, siendo la de mayor potencial en la captacion de radicales de DPPH las
de las hojas de cashahuasca (AMAO, 2011).Pero cuando se comparé con el
extracto metanolico de las hojas de achiote (Bixa Orellana L.) mostro un ICsg
22,36 ug/ml en la prueba de DPPH, es decir mostro una actividad atrapadora

de radicales libres mejor que las hojas de casahuasca (SHILP! J. y COL, 2006).
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Los resultados de la prueba del indice de actividad antioxidante

(AAl) fueron expresados en (ug DPPH/ pg Muestra) para los diferentes
estadios de hojas apical, medio y basal como se muestra en el cuadro 7 y
figura 8 los valores encontrados fueron analizados estadisticamente y se
determiné que existe diferencia altamente significativos (Cuadro 21 del anexo

I); calculado los promedios segin la prueba de Tukey (p<0,05).

Cuadro 7. Determinaciéon del AAIl en la hoja de cashahuasca en sus tres

estadios.
Determinaciones AAI (ug DPPH/ ug Muestra)

Acuoso 0,796 + 0,00006°

APICAL
Etandlico 0,682 + 0,0002
Acuoso 1,545 + 0,0006°

MEDIO
Etandlico 0,903 + 0,0002°
Acuoso 1,238 + 0,0002°

BASAL
Etanélico 0,737 + 0,0001°¢

Los valores representan (promedio + SEM, n=9) valores de una misma columna con superindices
distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).

SAHGGAL (2009) menciona que el AAl se clasifica como actividad
antioxidante pobre cuando- el AA[<0,5; moderada cuando la actividad
antioxidante del AAl es entre 0,5 - i,O; potente actividad antioxidante cuando el
AAl es entre 1,0 - 2,0, y muy fuerte cuando el AAI> 2,0; entonces se encontrd
gue el mayor y mejor tratamiento corresponde al estadio de la hoja medio del
extracto acuoso con AAl de 1,545 + 0,0006 ug DPPH / ug Muestra (siendo un

antioxidante potente), comparado con el estadio de la hoja apical del extracto
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etanolico con un AAIl de 0.682 + 0,0002 pg DPPH/ ug Muestra y los demas

estadios.
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Figura 8. Comportamiento del AAl en la hoja de cashahuasca en sus tres

estadios.

Comparado con otras muestras asi como las dos macro algas rojas
Hypnea musciformis y la Gracilaria mamillaris tienen un AAl de 1,18 y 1,20; un
valor medio que es comparable al de otros antioxidantes determinados por este
método (ROZO, 2010). También comparandole con la planta M.deppeana, el
extracto de acetato de etilo, el extracto alcohélico y el extracto hexano mostré
que el indice mayor actividad antioxidante (AAl) es 19, 16 y 0,9
respectivamente, frente a nuestra muestra este tiene similitud (DOMINGUEZ,

2009).



52

Este método fue elegido debido a que proporciona un valor
constante, independiente de la cdncentracién del DPPH y la muestra utilizada.

4.3.2 Inhibicion del radical cation 2,2- azinobis (3 - etilbenzotiazoline

- 6 acido sulfénico) (ABTS®")

Los resultados de la evaluacion de la capacidad secuestrante del
cation ABTS®" se observa en el Cuadro 8 y Figura 9, realizado el analisis
estadistico se encontré que existe diferencia altamente significativo (Cuadro 22
del anexo lI) entre los estadios de hojas apical, medio y basal. Comparando los
promedios de los tratamientos mediante la prueba de tukey (p<0,05) se
encontro que el estadio de hoja que ejerci6 efecto sobre la capacidad de inhibir
el cation ABTS®*, siendo el mejor del estadio de hoja medio del extracto acuoso

con ICso 19,98 + 0,005 pg/ml.

Cuadro 8. Determinacion del ICso del radical ABTS°* en la hoja de

cashahuasca en tres estadios.

Determinaciones ICs0 (ug/ml)
Acuoso 22,80 + 0,007°
APICAL
Etanélico 36,66 + 0,002
Acuoso 19,98 + 0,005
MEDIO
Etanolico 32,97 + 0,014
Acuoso 20,71 + 0,050°
BASAL
Etandlico 35,50 +0,012°

Los valores representan (promedio + SEM, n=9) valores de una misma columna con superindices
distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
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Figura 9. Comportamiento del ICso con el radical ABTS®* en la hoja de

cashahuasca en sus tres estadios.

Los resultados de Ia.evaluacién de la capacidad antioxidante
equivalente a trolox (TEAC) se observa en el Cuadro 9 y Figura 10, realizado el
analisis estadistico se encontré que existe diferencia altamente significativo
(Cuadro 23 del anexo il) entre los estadios de hojas apical, medio y basal.
Comparando los promedios de los tratamientos mediante la prueba de tukey
(p<0,05) se encontré que el estadio de hoja que ejerci6 mayor capacidad
antioxidante fue el estadio de hoja medio del extracto acuoso con TEAC 715,42
+ 0,26 pymol de trolox / g muestra y la de menor capacidad antioxidante
equivalente a trolox (TEAC) fue la del estadio de hoja basal del extracto

etanolico con 409,20 + 0,07 umol de troloxlw_g muestra.
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Cuadro 9. Determinacién del TEAC en la hoja de cashahuasca en tres

estadios.
Determinaciones TEAC(pumol de trolox/ g muestra)

Acuoso 667,39 + 0,11°

APICAL
Etandlico 436,09 +0,13°
Acuoso 715,42 + 0,262

MEDIO
Etanolico 516,91 + 1,929
Acuoso 711,05 + 0,36°

BASAL
Etanolico 409,20 + 0,07

Los valores representan (promedio + SEM, n=9) valores de una misma columna con superindices
distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
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Figura 10. Comportamiento del TEAC en la hoja de cashahuasca en sus tres

estadios.
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De acuerdo a los resultados referidos la capacidad antioxidante
equivalente a trolox (TEAC) de la hoja de cashahuasca del estadio medio
extracto acuoso, comparado con la hierbas chinas que reguian la circulacion
sanguinea como éaulis Spatholobus suberectus (1990 TEAC umol/g) y radix
Sanguisorba officinalis (1940 TEAC umol/g), la capacidad antioxidante de la
cashshuasca es inferior a estas dos hierbas, pero con mejor capacidad
antioxidante frente a la fructus Ziziphus jujuba (40 TEAC umol/g) (LIAO, 2008).
También en comparacién con las hojas de Polocarpus alvaradoi controla la
glaucoma, enfermedad de la vista (1510 TEAC umol/g), teniendo mejor
capacidad antioxidante que la cashahuasca (CONSTANZA, 2007).
4.4 Caracterizacion de la bebida funcional

4.4.1 Evaluacion sensorial de la bebida funcional

Los resultados de la evaluacion sensorial de la bebida funcional se

presentan en el siguiente cuadro a través de la prueba de Friedman:

Cuadro 10. Evaluaciéon del olor, color y sabor de la bebida funcional a

diferentes concentraciones.

Concentracion
Tratamiento (mg/mL) Olor - color Sabor
C4 166,66 5,70+ 0,24°> 623+0,27° 4,63+0,33°
C, 125,00 6,10+ 0,25%® 6,73 +0,21° 5,80 + 0,262
Cs 100,00 6,33+ 0,23 6,2+0,30° 5,23 +0,32°

Los valores representan (promedic + SEM, n=3) valores de una misma columna con superindices
distintos, indica diferencia estadistica (p<0,05).
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En la evaluacion del olor el analisis de varianza (Cuadro 24 del
anexo lll), nos indica que si existe diferencia significativa entre las
concentraciones, el Cy y el C, son estadisticamente iguales, C, y el C3 no
tienen diferencia estadistica, pero entre el C; y el C; si hay diferencia
significativa.

En la evaluacion de color el analisis de varianza (Cuadro 25 del
anexo lil), indica que no hay diferencig significativa entre las concentraciones.

En la evaluacion del sabor el analisis de varianza (Cuadro 26 del
anexo IlIl), nos indica que si existe diferencia significativa en las
concentraciones, entre el Cy y el C; si hay diferencia significativa, C, y el C3
son estadisticamente iguales, pero entre el C; y el C; también hay diferencia
significativa.

En conclusiéon la mejor concentraciéon elegida por los panelistas
segun el analisis estadistico es la C, (125,00mg/ml).

4.4.2 Analisis fisicoquimico de la bebida funcional

De acuerdo a los resultados del analisis fisicoquimico de la bebida
funcional presento:

Densidad de 0,9853 g/cc, comparada con las bebidas de zumo y
leche comerciales tienen mayor densidad entre 1,017 - 1,062 g/L (ZULUETA,
2009), también comparando con la bebida hidratante a base de lactosuero
tiene mayor densidad entre 1,017 - 1.023 g/L. (CHOEZ, 2010), y también
comparando con la bebida funcional del fruto de ayrampu (Berberis sp.) que

tiene mayor densidad 1,015 g/cc. (CCATAMAYO, 2011).
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Color, Segun la escala de CieLab (L* a* b*) los parametros L* 53.57
+ 0,11 (luminosidad) contiene alta luminosidad esto quiere decir que es claro,
a* -1,53 + 0,03 (coordenada verde - rojo) tiene un tono mas verde que rojo y b*
6,24 + 0,09 (coordenada azul - amarillo) tiene mas azul que amarilio,
comparado con la bebida funcional a base de beta glucano de cebada L* 20,12
- 21,28 tiene menor luminosidad por lo tanto es mas oscuro, a* 1,28 - 1,65 tiene
mas rojo que verde, b* 9,84 - 10, 55 tiene mas amarillo que azul (AHMAD,
2011). Comparando con las bebidas de zumo y leche comerciales tiene entre
un L* 63,05 - 80,62 contienen luminosidad muy claras, a* -13,56 - 20,76 tiene
ambos tonos, b* 13,25 - 62,76 tiene mas amarillo que azul (ZULUETA, 2009).
También comparando con la bebida funcional a base de borojo tiene entre un
L* 52,80 - 61,20 contienen luminosidad claras, a* -2,12 — 1,27 contienen tonos
mas verde que rojo, b* 8,20 - 14,70 tiene mas amarillo que azul (SALAMANCA,
2010).
La acidez de la bebida funcional de la cashahuasca es de 0.039 %
+ 0,05, comparandola bebida funcional a base de borojo contiene mayor acidez
entre 0,71 - 1,77 %, esto se debe a que la bebida también esta a base de yogur
(SALAMANCA, 2010), también comparando con una bebida hidratante a base
de lacto suero tiene mayor acidez entre 0,3872 - 0,4096 % (CHOEZ, 2010), y
también comparando con la bebida funcional a base de beta glucano de
cebada que tiene mayor acidez entre 1,49 - 1,53% (AHMAD, 2011).
El brix de la bebida funcional de la cashahuasca es de 1,002 +
0,001, comparando con la bebida funcional a base de borojo contiene mayor

°Brix entre 16 - 24, esto se debe a que la bebida también esta a base de miel
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(SALAMANCA, 2010), también en comparacién con la bebida funcional del
fruto de ayrampu (Berberis sp.) que tiene 15 °Brix mayor que la cashahuasca,
esto se debe a la adicibn de azucares (CCATAMAYO, 2011). Y también
comparando con la bebida hidratante a base de lacto suero tiene mayor °Brix
entre 4,0 - 5,0 (CHOEZ, 2010).

El pH de Ié bebida funcional de la cashahuasca es de 5.30 + 0,003
comparando con la bebida hidratante a base de lacto suero tiene menor pH
entre 3,3 - 3,7 (CHOEZ, 2010), comparando con la bebida funcional a base de
borojo contiene una menor pH entre 3,68 - 4,05 (SALAMANCA, 2010), y
también comparando cbn la bebida funcional del fruto de ayrampu (Berberis
sp.) que tiene un pH 3, menor que la bebida de cashahuasca (CCATAMAYO,
2011).

Los resultados del analisis fisicoquimico en la bebida funcional se

presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro 11. Resultados del analisis fisicoquimico en la bebida funcional.

Determinaciones Bebida funcional
Densidad(g/cc) . 0,9853 £ 0,00003
L* 53.57 0,11
Color | a* -1,53+0,03
b* 6,24 £ 0,09
Acidez titulable (%) 0,039 + 0,05
°Brix 1,002 + 0,001
pH 5,30 £ 0,003

Los valores representan (promedio + SEM, n=3).
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4.4.3 Cuantificacion de polifenoles totales en la bebida funcional
Para realizar la cuantificacion de polifenoles totales se elabor6é una
curva estandar en base a acido galico cuyas concentraciones fueron 0,564;
0,186; 0,056; 0,018; 0,006 mg/ml; los resultados se presenta en el Cuadro 12 y
Figura 11, se puede apreciar el diagrama de dispersién de las absorbancias,
obteniendo una ecuacién matematica de dos variables y un coeficiente de

determinacion R? = 0,9999.

Cuadro 12. Determinacion de la curva estandar de acido galico.

) Absorbancia (700 nm)
Concentraciones mg CAT/mL i
R2 R3 Promedio
0,564 0,557 0,554 0,552 0,5543
0,186 0,189 0,187 0,188 0,1880
0,056 0,057 0,054 0,055 0,0553
0,018 0,018 0,017 0,018 0,0177
0,006 0,007 0,006 0,007 0,0067

La cuantificacion de polifenoles se realizé en la bebida funcional,
utilizando la curva estandar en base a acido galico, dando como resultado
89,64 + 1,16mg AG/100 ml bebida funcional, teniendo mayor contenido de
polifenoles a comparacién con MURILLO (2002) que reporta 33 - 68 mg/100 ml
en bebidas de té (HI-C Limén, Dos Pinos Tea, .Tropical Melocotdén y Tropical
Limén) pero no especifica el estadl;o de las hojas. Comparando con las bebidas
de zumo y leche comerciales encontrandose concentraciones de 26,5 + 0,02
mg AG/100 ml a 99.8 + 0.04 mg AG/100 ml dichas concentraciones difieren

significativamente segln las condiciones de almacenamiento, esto quiere decir
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que la bebida funcional de cashahuasca se encuentra dentro de los rangos y
con buen contenido de polifenoles (ZULUETA, 2009), también comparéndo la
bebida funcional a base de borojo contiene polifenoles entre 36 - 108 AG/100
ml, la bebida funcionél de la cashahuasca también esta dentro de estas

concentraciones (SALAMANCA, 2010).
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Figura 11. Curva estandar del acido galico para la cuantificacién de polifenoles

totales.

4.4.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante en la bebida funcional
Para determinar la capacidad antioxidante de la bebida funcional,

se evaluo frente al coeficiente de inhibicion al 50 % (ICsp) del estadio de hoja
medio de los extractos acuosos del DPPH y el ABTS®" con la concentracion de

la bebida funcional.
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En el Cuadro 13 se presenta los resultados de la capaci}da_d
antioxidante en la bebida funcional, que en radical DPPH y ABTS®" frente a la
concentracién de la bebida funcional, esto quiere decir que la bebida funcional
de la cashahuasca es 114,45 y 144,64 numero de veces mayor que la

concentracion del ICsq parte medio del extracto acuoso, respectivamente.

Cuadro 13. Determinacién de la capacidad antioxidante en la bebida

funcional.

Concentracion (pg/mi)
Radical  Concentracién (ug/mi) N° de veces
Bebida funcional

DPPH 25,25 2890 114,45
ABTS®* 19,98 2890 144,64




\'J CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados y discusiones se establecieron las

siguientes conclusiones:

La composicion quimica en la hoja de cashahuasca fue variada, la hoja
apical presento los mayores contenidos de humedad 78,53 %, proteina
22,38 %, grasa 4,44 % y carbohidratos 49,73 %; la hoja media mostré el
mayor contenido de fibra 26,37 % y la hoja basal mostré6 el mayor
contenido de ceniza con 8,63 %.

La composicién fitoquimica en los tres estadios de la hoja de
cashahuasca, fueron similares, se determind la presencia de alcaloides,
flavonoides, compuestos fenélicos, taninos, quinonas y glicosidos.

El extracto acuoso de la hoja del estadio medio presento la mejor
capacidad antioxidante frente al radical DPPH con un ICsp 25,25 + 0,010
ug / mi, AAl 1,545 + 0,0006 yg DPPH / pug muestra y para el cation
ABTS®* con un ICs, 19,98 + 0,005 ug / mi, TEAC 715,42 + 0,26 pmol
trolox/g muestra.

La bebida funcional de 125,00 mg / ml, fue la mejor calificada en los
atributos sensoriales olor y color con el valor “me gusta poco” y en el
sabor “no me gusta ni me disgusta’, ademéas obtuvo un contenido de
polifenoles totales 89,64 + 1,16 mg AG / 100 ml, caracterizandose por

tener una capacidad antioxidante mayor en 114,45 frente al radical DPPH
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y 144,64 frente al radical ABTS®", considerando el valor ICso

respectivamente.



Vi RECOMENDACIONES
Realizar la cuantificaciéon de los compuestos fitoquimicos de la hoja de
cashahuasca (Serjania cf. rubicaulis Benth).
Realizar estudios toxicolégicos de la planta de cashahuasca (Serania cf.
rubicaulis Benth), porque poseen sustancias toxicas en diferentes
proporciones.
Evaluar los componentes bioactivos y la capacidad antioxidante en otras
partes de la planta de cashahuasca como por ejemplo tallos, raices, etc.
Evaluar la capacidad antioxidante de la cashahuasca (Serjania cf.
rubicaulis Benth) empleando analisis por HPLC.
Obtener un producto atomizado a partir del extracto acuoso de la hoja de

cashahuasca para su aplicacién en productos alimenticios.



VII  ABSTRACT
“Antioxidant capacity of aqueous and ethanol extracts, development of a
functional drink cashahuasca (Serjania cf. rubicaulis Benth) leaves”

This research led to the development of scientific knowledge of the
Cashahuasca sheets (Serjania cf. Rubicaulis Benth), a plant that grows in the
Peruvian amazon. The objectives were to characterize chemical and
fitoquimicamente, evaluate the antioxidant capacity of the agueous extracts,
ethanolic and develop a functional beverage. The analysis of antioxidant
capacity was determined by the method of Brand-Williams et al. (1995). The
statistical analysis used DCA 3A2B factorial arrangement, with the Tukey test (p
<0,05) and STATGRAPHICS Centurion XV software. iIl. The chemical
composition was varied, the apical leaf had the highest moisture content
(78,53%), protein (22,38%), fat (4,44%) and carbohydrates (49,73%), the half
sheet presented the highest fiber content (26,37%) and basal leaf presented the
highest ash content (8,63%). The phytochemical composition in the three
stages was similar, presenting alkaloids, flavonoids, phenolic compounds,
tannins, quinones and glycosides. The aqueous extract of the leaf, the middle
stage, presented the best antioxidant capacity against DPPH radical with ICs
25,25 + 0,010 mg / mL, AAI 1,545 1 0,0006 pug DPPH / ug sample and for the
cation ABTS°+ with ICs0 19,98 1 0,005 ug / ml, TEAC 715,42 + 0,26 pmol trolox

/ g sample. The functional beverage of 125,00 mg / ml, was the best qualified in
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the sensory atributes odor and color, and obtained a total polyphenol content of
89,64 + 1,16 mg AG/100 ml, characterized by having a higher antioxidant
capacity at 114,45 against DPPH radical and 144,64 versus ABTS°+ radical ,

whereas the ICso value respectively.

Key words: Apical, basal, antioxidant, drink, cashahuasca, phytochemical.
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IX  ANEXOS



ANEXO - |

Cuadro 14. ANVA del analisis de humedad.
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Fv GL SC CM . Fc Valor P
Tratamiento 2 59,6145 29,8073 23593,24 0,0000
Error 6 0,00758029  0,00126338
Total 8 55,68767
Cuadro 15. ANVA del analisis de proteina.
Fv GL SC CM ~ Fc Valor P
Tratamiento 2 87,8214 43,910 5118,89  0,0000
Error 6 0,051469 0,00857817
Total 8 87,8728
Cuadro 16. ANVA del analisis de grasa.
FVv GL SC CM . Fe Valor P
Tratamiento 2 8,23137 4,11569 5344,79  0,0000
Error 6 0,00462022 0,000770036
Total 8 8,23599
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Cuadro 17. ANVA del analisis de fibra.

FV GL SC CM Fc Valor P
Tratamiento 2 162,084 81,0422 253810,36  0,0000
Error 6 0,00191581  0,000319302
Total 8 162,086

Cuadro 18. ANVA del analisis de ceniza.

FV GL SC CM Fc Valor P
Tratamiento 2 8,11814 4,05907 338,10 0,0000
Error 6 0,0720326 0,0120054

Total 8 8,19017

Cuadro 19. ANVA del analisis de carbohidratos.

FVv GL SC CM Fc Valor P
Tratamiento 2 34,2344 17,1172 529,72 0,0000
Error 6 0, 193883 0,0323139

Total 8 34,4283
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ANEXO i

Cuadro 20. ANVA de la capacidad de inhibir el radical DPPH (ICso) de la hoja

de cashahuasca en sus tres estadios.

FV GL SC CM Fc Valor P
Tratamiento 5 2345,0 469,0 1575575,38  0,0000
Error 12 0,00357203  0,000297669
Total 17 2345,0

Cuadro 21. ANVA del indice de actividad antioxidante (AAl) en la hoja de

cashahuasca en sus tres estadios.

FV GL SC CM Fc Valor P
Tratamiento 5 1,7183 0,34366 1368976,00 0,0000
Error 12 0,00000301242 2,51035E-7
Total 17 1,7183

Cuadro 22. ANVA de la capacidad de inhibir el radical ABTS®" (ICso) de la

hoja de cashahuasca en sus tres estadios.

FV GL SC CM Fc Valor P
Tratamiento 5 900,955 180,191 124826,24 0,0000
Error 12 0,0173224 0,00144353

Total 17 900,972
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Cuadro 23. ANVA de la capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC)

en la hoja de cashahuasca en sus tres estadios.

Fv GL SC CM Fc Valor P
Tratamiento 5 290761 58152,2 29197,36 0,0000
Error 12 23,9003 1,99169
Total 17 290785
ANEXO Ill

Cuadro 24. Prueba de Friedman de la evaluacion del olor de la bebida

funcional de la hoja de cashahuasca (Serjania cf. rubicaulis

Benth).
Tratamiento n Suma (Ranks) Media (Ranks) Valor P
T4 30 53,00 1,77 0,1238
T, 30 60,00 2,00

LE 30 67,00 2,23
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Cuadro 25. Prueba de Friedman de la evaluacion del color de la bebida

funcional de la hoja de cashahuasca (Serania cf. rubicaulis

Benth).
Tratamiento n Suma (Ranks) Media (Ranks) Valor P
T, 30 54,00 1,82 0,2259
T> 30 59,00 1,97
T3 30 66,00 2,22

Cuadro 26. Prueba de Friedman de la evaluacion del sabor de la bebida

funcional de la hoja de cashahuasca (Serania cf. rubicaulis

Benth).
Tratamiento n Suma (Ranks) Media (Ranks) Valor P
Ty 30 47,00 1,57 0,0013
T2 30 61,50 2,05

T3 30 71,50 2,38
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Cuadro 27. Escala hedoénica para la evaluacidn sensorial de la bebida

funcional de la hoja de cashahuasca (Serjania cf. rubicaulis

Benth).
Calificaciones Valores
Me gusta muchisimo 9
Me gusta mucho 8
Me gusta moderadamente 7
Me gusta poco 6
No me gusta ni me disgusta 5
Me disgusta poco 4
Me disgusta moderadamente 3
Me disgusta mucho 2

Me disgusta muchisimo 1




X GLOSARIO
AAl, El indice de actividad antioxidante se puede expresar como la relacién
entre la concentracion inicial del DPPH y el valor de la concentracion ICso es
decir, cuando el antioxidante ha reducido a la mitad la cantidad inicial de
DPPH.
Apical, En botanica, este término expresa el extremo superior o punta (del latin
apex, con el mismo significado) de la hoja, del fruto, etc.
Basal, Propio de la base o relativo a ella, se opone a apical.
Droga vegetal, Parte de la planta que contiene los principios activos y que se
utiliza en terapéutica.
Principio activo, Sustancia quimica pura (aislada de la droga) responsable de
la actividad farmacolégica y del uso terapéutico que se le atribuye a una droga.
Tamizaje fitoquimico, El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una
de las etapas intermedias de la investigacion fitoquimica, que permite
determinar cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una
planta y a partir de alli, orientar la extracciéon y/o fraccionamiento de los

extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés.



