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RESUMEN

La Vismia cayennensis es comun en los bosques riberefios y secundarios de
Guyana y Peru. El objetivo fué evaluar la actividad antioxidante de hojas y
cortezas de Pichirina colorada y, obtener un producto atomizado para su uso
como bebida funcional. Las hojas y corteza de Pichirina colorada se
recolectaron en horas de la mafnana, de la hoja y corteza seca se prepararon
extractos acuosos € hidroalcohdlicos, y se determind su actividad antioxidante
por el método DPPH, la cuantificacion de polifenoles totales por el método de
Folin - Ciocalteu, la catequina por cromatografia liquida de alta performancia
(HPLC). Finalmente se preparo0 la bebida funcional, y se evaluaron los atributos
olor, color, sabor a concentraciones 0.5, 1, 2 g / L. En la actividad antioxidante
se obtuvo mejores resultados en el tratamiento TS extracto atomizado de hoja /
extraccién acuoso con ICsg de 7.290 + 0.153 ug/ml (p<0.05), en el contenido de
polifenoles totales se obtuvo mejores resultados en el tratamiento extracto
atomizado de hoja / extr. acuosa con 682.834 + 8.437 y el tratamiento extracto
atomizado de corteza / extr. acuoso con 631.529 + 20.08 mg catequina/ g hoja
seca (p<0.05). En cuanto a la catequina, no se detectd su presencia en
extracto atomizado de hoja / extr. acuosa. En la bebida funcional no se
encontré diferencia significativa para el atributo olor, para los atributos color y
sabor si se encontr6 diferencia significativa, y la concentracién de 0.5 gf L fué
la preferida entre los panelistas. Segun los resultados obtenidos el T5 extracto
atomizado de hoja / extr. acuosa tiene una mayor A.A, y el extracto atomizado

de hoja y corteza mayor / ext. acuosa contenido de polifenoles totales.

Palabras clave: antioxidantes, polifenoles, Vismia cayennensis.



l. INTRODUCCION

En los paises industrializados ha cambiando el concepto de nutricion,
pasando del papel de la dieta de aportar los nutrientes necesarios, a la idea de
que la dieta puede contener alimentos que, ademds de nutrir, promuevan
especificamente la salud. Asi surge el concepto del «alimento funcional» (AF),
amplio abanico de productos nutritivos y no nutritivos que no sdlo alimentan,
sino que modulando o actuando sobre determinadas funciones y elementos del
organismo, tienen un efecto beneficioso en la salud del individuo. En estos
ultimos afios el consumo de antioxidantes naturales se ha incrementado a

través de alimentos y bebidas funcionales (FERRER, 2 001)

La fuente de antioxidantes naturales se encuentra en hojas, cortezas,
frutos y raices de diversas plantas, llamadas plantas medicinales consumidas
desde tiempos ancestrales y que tradicionalmente se consumen como

infusiones.

En la selva peruana, podemos encontrar plantas con propiedades
antioxidantes que son utilizadas para el tratamiento de diferentes
enfermedades, y muchas de ellas aiin no han sido estudiadas, en la que se
incluye a la Pichirina colorada (Vismia cayennensis). Segun fuentes
etnobotanicas esta planta se usa para dolores estomacales, infecciones vy

como laxante, consumiéndose en forma de infusiones.

No hay reportes de estudios de la actividad antioxidante de la Pichirina

colorada. Se sabe que los antioxidantes reaccionan con los radicales libres del
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oxigeno, haciendo que éétas se transformen en sustancias estables. Los
antioxidantes controlan la presencia de radicales libres en el organismo, puesto
que éstos causan dafio a la estructura y a la funcion de las membranas
celulares, pudiendo ser dafiadas el DNA de las proteinas de la célula. Estos
darios se han relacionado con el inicio de muchas enfermedades degenerativas
tales como cancer, arterosclerosis, cataratas, y degeneracién macular relativa a

la edad asi como al envejecimiento prematuro (RAMOS, 2 007).
Los objetivos del trabajo de investigacion fueron:

o Evaluar la actividad antioxidante de hojas y cortezas de Pichirina colorada

(Vismia cayennensis) por la técnica de DPPH.

o Cuantificar el contenido de polifenoles totales, en hoja y corteza de

Pichirina colorada.

e Obtener un producto atomizado a partir del extracto con mayor actividad
antioxidante y contenido en polifenoles totales, cuantificando el contenido

de catequina.

e Elaborar una bebida funcional con el producto atomizado, y evaluar sus

caracteristicas sensoriales de olor, color y sabor de la bebida.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. ASPECTOS GENERALES DE LA VISMIA CAYENNENSIS
Es muy comun en los bosques secundarios y riberefios de Guyana y
Perd. El inventario de las purmas de Pucallpa reporta una abundancia de 14

arboles / ha, incluyendo otras especies de Vismia (ROOSMALEN, 1 985).
2.1.1. Aspectos botanicos
a. Morfologia

El arbol, es de 3 — 12 m de alto 6 arbusto, fuste cilindrico de 8 —
15 cm. de didametro aproximado. Corteza externa, ligeramente fisurada.
Ritidoma en placas rectangulares pequefias y lefnosas. Corteza interna,

laminar, pardo claro; secreta gotitas de latex amariliento o anaranjado — rojizo.

Las hojas, simples, opuestas, decusadas o algo disticas,
elipticolanceoladas y glabras. Ramitas terminales, redondo cuadrangulares en
los entrenudos y rectangulares acanalados en los nudos. Yema terminal en
forma de lanza, glabra y verde. Las flores, en paniculas terminales; caliz
persistente en los frutos, algo estrellado — tormentosos; corola con pétalos
blanco lanosos por dentro y glabros por fuera; 5 columnas estaminales; ovario

supero, 4 estigmas.

El fruto, baya ovoide a elipsoide o subglobosos, verde — azulado
con puntitos rojos en la mitad superior y blancuzco lanoso en el épice

(ROOSMALEN, 1 982).



b. Taxonomia

Familia - Guttiferae,
Género - Vismia.
Especie . cayennensis (Jack.) Pers.

Nombre vulgar  :Pichirina colorada, pichirina negra, pichirina
amarilla. |
2.2. RADICALES LIBRES
Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un
electron desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a
captar un electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén
que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un
radical libre por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi una

verdadera reaccidén en cadena que destruye nuestras células (DAJAS, 2 001).

Los radicales libres no son intrinsecamente letales; de hecho, nuestro
propio cuerpo los produce en cantidades moderadas para luchar contra

bacterias y virus (AVELLO, 2 005).

Las especies de oxigeno reactivo son producidas continuamente en una
alta proporcion como resultado del metabolismo aerébico. Es decir, nuestro
propio organismo crea las condiciones que contribuiran al declinamiento de las
funciones vitales. En nosotros reside un enemigo interno que conspira para

nuestra muerte y que se hace mas patente con la edad (GONZALES, 2 000).
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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 (DAJAS, 2 001).

Los radicales libres se generan durante el metabolismo, mientras las

células del organismo transforman los alimentos en energia (DIAZ et al., 1

996).

Las especies reactivas de oxigeno pueden atacar componentes celulares
vitales, dafiar membranas celulares, inactivar enzimas, alterar el material

genético a nivel del nlcleo celular u oxidar lipoproteinas (ZUNIGA, 2 005).

Dentro de los oxidantes se encuentran: Superéxido (O27), peroxido de
hidrégeno (H205), oxigeno aislado (O.), oxigeno singlete ('0,), oxigeno nitrico

(NO), peroxido (ROO), ozono (GONZALES et al, 2 000).

El estrés oxidativo se produce cuando existe un desbalance entre la
produccion de especies radicalarias del oxigeno y las defensas naturales

contra ellas (DAJAS, 2 001).

La produccion de radicales es un fendmeno continuo con implicaciones

en el envejecimiento y la carcinogénesis (GARCIA et al., 2 001).

El mecanismo por el que los radicales libres producen sus efectos
transcurre mediante una reaccion radicalaria, en la que se forman especias
reactivas oxigenadas, que son los que producen los efectos nocivos. Este
proceso se ve favorecido por la presencia de oxigeno y de luz ultravioleta, que

inicia la formacion de radicales libres (RIVERO ef af., 2 006).
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2.3. ANTIOXIDANTES
Los antioxidantes son un grupo de fno!écuias, reconocidas por su
capacidad para neutralizar los radicales libres; estas sUstancias han surgido
como alternativa para combatir deficiencias asociadas al estrés oxidativo, tales
como las enfermedades cardiovasculares, reumaticas y a eventos tan comunes

en los seres humanos como el envejecimiento (LOPEZ, 2 007).

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante
de los radicales libres, liberando electrones en nuestra sangre que son

captados por los radicales libres, manteniendo su estabilidad (AVELLO, 2 006).

Los antioxidantes "neutralizan”, o bloquean la recepcién en las moléculas
del radical libre del oxigeno, que puede causar dano a la estructura y a la
funcién de las membranas celulares, el DNA de las proteinas de la célula

pueden ser danados (RAMOS, 2 007).

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al
reaccionar-interactuar mas rapido con los radicales libres del oxigeno y las
especies reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas presentes, en
un determinado microambiente — membrana plasmatica, citosol, nucleo o
liquido extracelular .La accidén del antioxidante es de sacrificio de su propia
integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas -lipidos, proteinas,
ADN, etc. funcionalmente vitales o mas importantes. Su accién la realizan tanto

en medios hidrofilicos como hidrofobicos (VENEREO, 2 002).

Los antioxidantes son sustancias que detienen o previenen una cadena
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de propagaciéon oxidativa, mediante la estabilizacion del radical generado
(radical libre). Nuestro organismo posee antioxidantes enziméticos y no
enzimaticos para protegerse de estos radical-es, sin embargo otra fuente muy
importante de ellos son las plantas, y precisamente el estudio de estos
compuestos es prioritario por su rol en la proteccion del cuerpo humano en
contra de un numero considerable de enfermedades degenerativas, las
evidencias experimentales sugieren que protegen de manera importante las
funciones biologicas de las células en contra de la actividad de los radicales

libres (estrés oxidativo){ TREVINO, 2 002).

Los antioxidantes pueden participar por medio de diferentes mecanismos:
deteniendo la reaccion en cadena de oxidacidn de las grasas; eliminando el
oxigeno atrapado o disuelto en el producto; eliminando las trazas de ciertos
metales, como el cobre o el hierro, que facilitan ‘la oxidacidon. Los que actuan
por los dos primeros mecanismos son los antioxidantes propiamente dichos,
mientras que los que actian de la tercera forma se agrupan en la
denominacioén legal de "sinérgicos de antioxidantes", o mas propiamente,

agentes quelantes (YAHUACA et al, 2 001).

Segun CANO et al, 2 004; entre las funciones de los antioxidantes

tenemos:

Los antioxidantes naturales que se encuentran en plantas aromaticas,
pueden ser utilizados en sistemas alimenticios para: prevenir la oxidacion de

aceites y grasas o alimentos que contengan lipidos.
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En la prevencion de enfermedades degenerativas tales como las
cardiovasculares y neurolégicas, diferentes tipos de canceres y otras

disfunciones relacionadas con el estrés oxidativo.

El mecanismo de defensa antioxidante del organismo ante las especies
reactivas tiene dos origenes: Uno endogeno, los enzimas, y otro exdégeno, los
compuestos antioxidantes, que el organismo debera incorporar a través de la
ingesta diaria. Los compuestos antioxidantes no enzimaticos son, entre otros,
la vitamina E, la vitamina C, los carotenoides, diversos minerales y los
polifencles.Los enzimas antioxidantes catalizan la desactivacién selectiva de
las especies reactivas generadas. Ademas, existen enzimas de degradacion
que eliminan aquellos componentes que las especies reactivas hayan alterado.
El recambio celular por el cual las estructuras y los materiales alterados se
eliminan y se resintetizan de nuevo es capital para evitar la acumulaciéon de

material inservible, que podria generar graves disfunciones (TUR, 2 004).

Entre los antioxidantes mas conocidos figuran los tocoferoles, el acido
ascorbico, los flavonoides (quercitina, robinutina, Iuteolina, kaempferol,
naringenina, catequinas, etc), antocioaninas, carotenoides, acidos fendlicos

como: cafeico, fertlico, gélico, clorogénico (CHAVES et al., 2 000).

Debido a estos beneficios se ha realizado trabajos de investigacion de la

capacidad antioxidante entre ellas tenemos:

MELCHOR et al, 2 002, evalud la actividad antioxidante del té verde

(Camellia sinensis) a diferentes tiempos de blanqueo (15, 30, 45, 60 seg.),



13
obtuvo valores de 83.61%, 86.32%, 83.36% y 85.08% respectivamente, todos a
la concentracion de 100 ug/ml, con un ICsp de 47.59 ug /ml, 47.47 ug /ml, 47.12

Mg /mi, 46.39 ug /ml, respectivamente.

GAVIRIA et al., 2 007, extrajo el pigmento de Aftalea butyracea y evalud

su capacidad atrapadora de radicales DPPH, encontrandose un ICsp de

141.4 ug/ ml.

MURILLO et a/., 2 007, se evalué la actividad antioxidante de los extractos
etandlicos y acuosos de la corteza y hoja (EC, EH, AC, AH)de Bauhinia
kalbreyeri Harms, midiendo su capacidad de captacién de radicales libres
utilizando el método del 1,1 difenil- 2- picrilhidrazil (DPPH),encontrandose una
actividad secuestrante del radical DPPH mayor a 90 % a una concentracion de
40 yg/ml; y un ICsp de 18.75 pg/ml, 18.42 pg/mi, 27 pg/ml, 28.30 pg/ml

respectivamente.

2.4. POLIFENOLES

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas, que poseen
en su estructura varios grupos bencénicos, sustituidos por funciones
hidroxilicas ; se encuentran en muchas plantas, algunas de uso comun y por
sus propiedades antioxidantes merecen mayor atenciébn (HERNANDEZ

etal, 1 999).

Los polifenoles, conjunto heterogéneo de moléculas, con actividad

antioxidante, incluye a los fenoles acidos y flavonoides (DRAGO, et al, 2 006).
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Los polifenoles pueden interferir en distintas etapas que conducen al
desarrollo de tumores malignos al proteger al DNA del dano oxidativo,
inactivando de este modo los carcindégenos, inhibiendo la expresion de los
genes mutagenos y de la actividad de las enzimas encargadas de la actividad
de procarcindgenos, activando los sistemas enzimaticos responsables de la

detoxificacion de xenobidticos (GARCIA, 2 005).

En los ultimos afios, ha cobrado especial interés la capacidad antioxidante
que presentan determinados polifenoles, especialmente flavonoides (entre
ellos la catequina), que es el grupo mejor definido entre los polifenoles de la
dieta humana, presentes en diferentes vegetales (GUTIERREZ, 2 002). Hoy en

dia ya se conocen mas de 5000 flavonoides diferentes (VALLS, 2 003).

Los polifenoles estan relacionados con la calidad sensorial de los
alimentos de origen vegetal, tanto frescos como procesados, contribuyen a la
pigmentacién de los alimentos vegetales a través de las antocianidinas

(RAMOS et al, 2 005).

Los polifenoles son los antioxidantes méas abundante en nuestra dieta, ya
gque la ingesta media diaria esta alrededor de 1 g, lo cual significa 10 veces
mas que la ingesta de vitamina C, 100 veces mas que la ingesta de vitamina E

y 500 veces mas que la ingesta de carotenoides (GARCIA et al, 2 0086).

La mayoria de los polifenoles de la madera son coloreados. Los
elagitaninos poseen colores claros preferentemente amarillos, y los taninos

condensados rojos oscuros o marrones (NUNEZ, 2 002).
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Entre las investigaciones realizadas de cuantificacion de polifenoles

totales tenemos:

CHEN et al., 2 007, evalud la capacidad antioxidante y contenido de
polifenoles de las hojas secas y frutos secos de guayaba. Los extractos de
hojas de diferentes cultivares de guayaba (Hong Ba, Shi Ba Ji, Shui Jing Ba y
Tu Ba) mostraron los siguientes resultados: Hong Ba, 294 mg (+)- catequina/ g
hoja seca; Shi Ji Ba, 296 mg (+)- catequina / g hoja seca; Shui Jing Ba, 267 mg

(+)- catequina / g hoja seca; Tu Ba, 317 mg (+)- catequina / g hoja seca.

2.5. SECADO POR ASPERSION (ATOMIZACION)

Por definicién, corresponde a la transformacién de un fluido en un
material sélido, atomizandolo en forma de gotas mindsculas en un medio de
secado en caliente. El principio del secado por aspersidén es la producciéon
de un polvo seco por medio de la atomizacién de una emulsién en una
corriente de aire caliente en una camara de secado. El agua se evapora
instantaneamente, permitiendo que el material activo presente en la
emulsion, quede atrapado dentro de una pelicula de material encapsulante.
Una de las grandes ventajas de este proceso, ademas de su simplicidad, es
que es apropiado para materiales sensibles al calor, y.a que el tiempo de
exposicion a temperaturas elevadas es muy corto 5 a 30 segundos

(ANONIMO, 2 006).

Este proceso es uno de deshidratacion, pero se considera también de
encapsulacion ya que puede producir particulas que atrapan el material a

cubrir. Por definicion, corresponde a la transformacion de un fluido en un
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material soélido, atomizandolo en forma de gotas minusculas en un medio de
secado en caliente. La distribucidn del tamafio de las particulas obtenidas por
este método es en general menor a 100 ym, aunque hay que destacar que ello

depende de las condiciones del proceso (DEASY, 1 983).

El secado por aspersidn consiste en cuatro etapas de proceso: la
atomizacion del fluido para tenerlo asperjado; el contacto del producto rociado
con €l aire; su deshidratacion y la separacion del producto seco. El material a
encapsular es homogenizado con el acarreador, la mezcla es alimentada al
secador por aspersion y se atomiza por medio de una boquilla o disco,
posteriormente se vierte en una maquina en la que son sometidos a un
aumento de temperatura instantaneo que los transforma al tamafio deseado

entre 20 y 50 micras (ANONIMO, 2 006).

Las ventajas de usar el secado por aspersion son: su gran simplicidad;
apropiado para materiales sensibles al calor, ya que el tiempo de
exposicion a elevadas temperaturas es corto de 5 a 30 segundos

( PEDROZA et al.,2 002).

2.5.1. Etapas

El secado por aspersion consiste en cuatro etapas de proceso:

- La atomizacion del fluido para tenerlo asperjado.
- El contacto del producto rociado con €l aire.

- Su deshidratacion y a la separacion del producto seco.
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Concentrado |
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Gases Secado por
calientes »  aspersion
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' L
grueso fino
» Solido
seco

Figura 1. Etapas del proceso de secado por aspersion.

Fuente: REINA, 2 002.

2.6. ALIMENTOS FUNCIONALES

No existe un acuerdo para definir en forma precisa lo que son los
“alimentos funcionales”. Muchos consideran que se trata de un concepto adn
en desarrollo y que bién podria considerarselos como productos intermedios
entre los tradicionales y la medicina. Pero podrian definirse como “cualquier
alimento en forma natural o procesada, que ademas de sus componentes
nutritivos contiene componentes adicionales que favorecen la salud, la

capacidad fisica y el estado mental de una persona” (CHASQUIBOL, 2 003).

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 béasica, se ha demostrado que presenta propiedades
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fisiolégicas beneficiosas y/ o reduce el riesgo de contraer enfermedades

cronicas (MAZZA, 2 000).

The International Life Science Institute (ILSI) establece que solo se puede
considerar que wun alimento es funcional si se logra demostrar
satisfactoriamente que posee un efecto beneficioso sobre una o varias
funciones especificas en el organismo, que mejora el estado de salud y de
bienestar, o bién que reduce el riesgo de una enfermedad (CHASQUIBOL, 2

003).

Alimento funcional es un producto comun, semejante en apariencia fisica
a los alimentos convencionales, que se consume como parte de la dieta diaria,
aporta nutrimentos y sustancias funcionales capaces de producir efectos
metabdlicos o fisioldgicos demostrados, Util para el mantenimiento de una
buena salud fisica y mental; y auxiliar en la reduccion del riesgo de adquirir

enfermedades crénicas y degenerativas (PELAYQ, 2 003).

El término “Alimentos funcionales” se referia a alimentos procesados que
contienen ingredientes que ayudan a ciertas funciones especificas del
organismo, ademas de ser nutritivos: “alimentos para su uso especifico de
salud” (food for specied health use o FOSHU); estos alimentos son elegibles
para llevar un sello de aprobacion del Ministerio de Salud y bienestar

(CHASQUIBOL, 2 003).

Los alimentos funcionales son productos nutritivos y no nutritivos que, no

solo alimentan, sino que modulando o actuando sobre determinadas funciones
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del organismo, producen un efecto beneficioso mas alld del puramente
nutricional. Un AF se define como aquel que «estad demostrado suficientemente
que actua beneficiosamente sobre una o mas funciones del cuerpo, mas alla de
su efecto nutricional, mejorando la salud y el bienestar y/o reduciendo el riesgo
de enfermedad».Puede ser un alimento natural, un alimento al que se ha
afiadido, eliminado o modificado un componente por medios biotecnoldgicos,
un alimento en el que se ha modificado la biodisponibilidad de uno o mas de
sus componentes o una combinacién de cualquiera de estas posibilidades

(FERRER, 2 001).



ili. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo se realiz6 en las instalaciones del Centro de
Investigacion de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA) de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva (Av. universitaria s/n) 1.5 km. de la
carretera central Tingo Maria - Huanuco, a 650 m.s.n.m con una humedad

relativa de 80% y una temperatura promedio de 25° C.

3.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

© 3.2.1. Materia prima

Se uitlizé las hojas y corteza de Pichirina colorada del Distrito de

Tulumayo, Provincia de Leoncio Prado, Departamento de Huanuco.
3.2.2. Materiales
En la recoleccion y preparacion de muestra:

Machetes, linterna, tijera de podar de 8’| tijera telescopica, rama
alta, guantes de cuero, costales, rafia, molino, bolsas de polietileno,

cinta de embalaje.
En la extraccion de la muestra:

Vasos de precipitacién de 1 L, Marcador Frascos de vidrio con
tapa Probetas Pipetas Microtubos Tips para micropipetas: 10

100 i y 100 — 1000 pl. Gradillas.
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Equipos de Laboratorio

Estufa modelo ODH6- 9240A (TOMOS Heatring Drying Oven).
Centrifuga modelo MIKRO R22 (Hettich Zentrifuge).

Bélanza analitica modelo AE 163 (METTER TOLEDO,
Switzerland),

Espectrofotometro UV/VIS Genesys 6 (Thermo Electrdn
Corporation),

Equipo de cromatografia liquida de alta performancia (HPLC)
modelo LC-10AVP (Shimadzu Scientific, MD, USA.). Equipado
con: Desgasificador modelo FCV - 10AL VP, Bomba modelo LC
— 10ATVP, Columna cromatografica C18-110R Gemini, Horno de
columna modelo CTO — 10ASVP Detector UV-Vis modelo SPD —
10AVVP, Controlador Modelo SCL - 10AVP, Software de
interfase CLASS - VP, Computadora compatible USB — 52X,

Inyector de muestra de capacidad 20 pl.
Homogenizador de soluciones VORT.EX.
Selladora,

Cocina eléctrica
Refrigeradora

Micropipetas
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3.2.4. Reactivos

- Solucién de fenol de Folin — ciocalteu, Sigma Chemical.
- Carbonato de sodio, Sigma Chemical.
- {(+)- catequin, Sigma Chemical.
- Etanol.
- 2,2-Difenil-1-picrithidrazil (DPPH),
- Metanol.
- Metanol (grado HPLC), Sigma Chemical.
- Acido acético, Sigma Chemical.
3.3. METODOS DE ANALISIS

3.3.1. Evaluacion de la actividad antioxidante (A.A) de hoja y corteza

Se realiz6 mediante el método de inhibicidbn del radical DPPH,

reportado por SANDOVAL et a/., 2 001.
3.3.2. Cuantificacién de polifenoles totales.

Se realizd mediante el método de Folin - Ciocalteu, reportado por

SANDOVAL et al, 2 001.
3.3.3. Cuantificacion de catequinas

Se realizd0 mediante el método de analisis cromatograficos

(HPLC), reportado por DING et al., 1 999.
3.3.4. Analisis sensorial de la bebida funcional.

Se utilizé el analisis afectivo “medida del grado de satisfaccion
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(Rating)”, con este analisis se pudo conocer la aceptabilidad por parte del
consumidor; se determiné el grado de satisfaccion de los consumidores
en respuesta a la medida de como cumple el alimento evaluado con sus

requerimientos o expectativas (URENA, 1 999).

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.4.1. Evaluacién de la actividad antioxidante (A.A) y cuantificacién

de Polifenoles totales de hoja y corteza
3.4.1.1. Obtencion de la muestra seca.

La hoja y corteza fueron acondicionadas siguiendo las

operaciones de la figura 2 que se describen a continuacién:
¢ Recoleccion

La hoja y corteza de Vismia cayennensis se recolectaron del

distrito de Tulumayo en horas de la mafiana.
e Seleccion

Se realiz6 con la finalidad de eliminar hojas con presencia de

pardeamiento enzimatico, magulladas, etc.
o Limpieza

Se realizé con la finalidad de separar los mohos que se estan
adheridos a la corteza, usando un cuchillo se procede a raspar

su superficie hasta que quede completamente marron.
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Blanqueado

Se realizé para detener el pardeamiento enzimatico en las
hojas seleccionadas, inactivando asi a la enzima polifenol
oxidasa, sumergiendo las hojas en agua caliente (95° C) por 10

segundos.

Oreado

Se realizd, para eliminar el exceso de agua que quedo6 en la
hoja después del blanqueado, las hojas fueron tendidas sobre
sébanas de costal y se dejaron a temperatura ambiente por 8

horas,

Secado

Las hojas después del oreado y la corteza limpia, fueron
secadas en la estufa a 65°C por 9 horas en el caso de las

hojas y 7 horas en el caso de la corteza.
Molienda

La molienda de la hoja y corteza se realizé en un molino de

acero inoxidable, y se obtuvo particulas de 1mm.

Envasado y codificado

Las muestras fueron envasadas en bolsas de polietileno,

selladas herméticamente, y se codificaron sus nombres.
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Recoleccion de hojas y corteza de Pichirina

(Vismia cayennensis)

!

Corteza

!

Limpieza

A4

65° C/6h Secado

|

Hojas
‘Se!eécién
‘L B}
Blangueado | 95°C/ 10 s
A
Oreado T®amb /8 h
‘V
Secado

| 65°C/9h

Molienda

A

Envasado

A 4

Almacenado

Figura 2. Diagrama de flujo de la obtencion de la muestra seca.
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¢ Almacenamiento

Las muestras envasadas se almacenaron en cajas de carton.
El almacenamiento se realizé en un lugar fresco a temperatura

ambiente.

3.4.1.2. Preparacion de extractos

Para la preparacion de los extractos a partir de las
muestras secas se siguid los pasos que se muestran en la Figura

3, que se desarrolla a continuacion:

o Extraccion acuosa

De las muestras secas y molidas se prepard el extracto
acuoso, fa relacidbn muestra / solvente fue 1: 20 (1g de
muestra seca y 20 mi de agua) haciendo una concentracion
de 50 uyg/ml, la solucidn se mantuvo a 95° C por 30

minutos.

o Extraccién hidroalcohdlica

Para la extraccion hidroalcohdlica se utiliz6 como solvente
una solucion de 50% de etanol y 50% de agua, la relacion
muestra / solvente fué 1: 20 (1 g de muestra seca: 10 ml de
etanol y 10 ml de agua destilada), esta solucion se dejo

reposar por 24 horas a temperatura ambiente.
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¢ Filtracion

Para filtrar los extractos acuosos e hidroalcohdlicos, se usé
una capa delgada de algodon, debido a que las particulas

groseras a filtrar eran de 1mm.

Hoja y corteza seca de

Vismia cayennensis

|

v

1:20 Extraccion Extraccion | 1:20
95°C /30 Acuosa Hidroalcohélica | T=24h
h
Filtracion
Centrifugacion 10000 r.p.m. / 5 min

r * ]

Extracto
Acuoso

Extracto

Hidroaicoholico

Figura 3. Diagrama de flujo de la preparacion de los extractos acuosos e

hidroalcohdlicos.
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e Centrifugacioén
Después de filtrar los extractos, se centrifugaron a 10 000 r.

p. m / 5 min, con el fin de descartar a las particulas mas

pequenias y obtener una solucién cristalina.

3.4.2. Obtencion del producto atomizado

Los extfactos acuosos de hoja y corteza de Vismia cayennensis,
fueron atomizados en la planta industrial H-H Technology E.I.R.L,
Lima - Per(, el proceso fué desarrollado segun SANDOVAL et al.,
(1 998), que se muestra en la Figura 4, la cual detallamos a

continuacion:
Recepciéon de muestra

Se usd la muestra con mayor actividad antioxidante y contenido de

polifenoles.
Extraccion

De la muestra seca se prepard una extracciéon acuosa, en una relacion

de 1: 10 (1 parte de muestra: 10 partes de agua) a 75° C por 6 horas.
Filtrado

Posterior a la preparacion del extracto, con el fin de eliminar el material
sélido, se realiz6 el filtrado para obtener un tamano granular de 150

micras utilizandose mallas de acero inoxidable.
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e Concentrado

E!l extracto fue concentrado hasta obtenerse el 10 % de sodlidos tofales.

e Atomizado

El extracto concentrado fué atomizado a temperatura de 165°C por 10
segundos, colectandose el polvo en bolsas de polietileno; para este
proceso se utilizé6 un atomizador de acero inoxidable de capacidad de

atomizacion de 20 litros / hora.

Recepcién de muestra
Extraccién acuosa 1: 10 (75° C /6 h)
A
Filtrado 150 p
Concentrado | 10%
‘ |
Atomizado | 165°CH0s
Envasado

Figura 4. Diagrama de la obtencion del producto atomizado.
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e Envasado

Finalmente se envaso el producto atomizado, en bolsas de polietileno y

fueron almacenados en un lugar seco a temperatura ambiente.
3.4.3. Elaboracién de la bebida funcional.

Para la elaboracion de la bebida funcional se utilizé el atomizado
del mejor extracto de Pichirina colorada la cual se muestra en la Figura 5,

que detallamos:

¢ Recepciéon de muestra

Se utilizé el producto atomizado del mejor extracto.

e Pesado

La bebida funcional se evalu6é a 3 diferentes concentraciones por tal
motivo se utilizé una balanza analitica y se pesaron 0.5, 1, 2 g de

producto atomizado.

e Mezcla

Después de pesar las muestras, estds fueron mezcladas con agua

caliente, obteniendo concentraciones de 0.5, 1y 2 g/L.

o Filtrado

Finalmente, se filtraron las soluciones con papel filtro Whatman

(20 pm).
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Recepcidén de muestra

Pesado . 05,1,29
A
Mezcla | 05,1,2¢/L
A
Filtrado Papel filtro 20 um.
v
Consumo

Figura 5. Flujograma de elaboracion de la bebida funcional.

Después de la preparacion de la bebida funcional, se realizé la evaluacion
sensorial, en el laboratorio de Analisis sensorial de la UNAS, en la evaluacion
participaron 15 panelistas semientrenados, quienes calificaron la bebida
funcional mediante el analisis afectivo “medida de grado de satisfaccion”
(URENA, 1 999) y se utilizé la escala hedénica presentada en el cuadro 23

(Anexo — 24).
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3.5. DISENO EXPERIMENTAL
En la Figura 6 se presenta el esquema experimental de evaluacion de la
actividad antioxidante, cuantificacion de polifenoles totales y la obtencion del
producto atomizado. En el esquema experimental, tenemos las variables

independientes y las variables dependientes, la cual detallamos a continuacion:

En las variables independientes tenemos a dos factores, factor A y factor
B. El factor A que son las partes evaluadas de la planta, tiene dos niveles
conformados por: nivel 1 es la hoja y nivel 2 es la corteza de Vismia
cayennensis. El factor B que el tipo de extraccion conformado también por dos
niveles: nivel 1 es la extraccion acuosa y, nivel 2 es la extraccion

hidroalcohdlica.

En las variables dependientes tenemos al factor C que es el resultado de
la evaluacion de la actividad antioxidante (ug/ml) y contenido de polifenoles
totales (mg catequina/ g muestra seca) evaluados en los extractos de las partes

de la Vismia cayennensis.

En la Figura 7 se muestra el esquema experimental que se usé para la

evaluacién sensorial de la bebida funcional de la Vismia cayennensis.

En la evaluacidn sensorial, la variable independiente es el factor X que es
la concentracién de la bebida funcional (0.5, 1, 2 g/L); y la variable dependiente
es el factor Y que son los resultados de la evaluaciéon de los atributos olor,

color, sabor.
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Vismia cayennensis

|

A h 4
Factor A Nivel 1: Hoja Nivel 2: Corteza
Secado 65°C
A
Molido
Almacenado
100 g/L
A
Nivel 1: Extraccion Nivel 2: Extraccidon
Factor B
Acuosa 3 hidroaicohdlica
A A
A
Centrifugado

Evaluacion de la actividad antioxidante (DPPH),
Factor C cuantificacion de polifenoles totales.

y
Atomizacion

Cuantificaciéon de catequina

Variables independientes: Factor Ay B.
Variables dependientes: Factor C.
Figura 6. Esquema experimental para la evaluacion de la actividad antioxidante,

cuantificacion de polifenoles y obtencién del producto atomizado.



34

Elaboracion de la bebida funcional de Vismia cayennensis

Factor Y Concentracion 1:

05g/L

Concentracion 2:

1g/L

Concentracion 3;

20g/L

i

y

Factor X {

Variables independientes: Factor Y.
Variables dependientes: Factor X.

Figura 7. Esquema experimental para la evaluacion sensorial de la bebida

funcional.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados de la actividad antioxidante, cuantificacion de polifenoles
totales y la evaluacién sensorial (olor, color, sabor) de la bebida funcional,

fueron analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA) con tres

repeticiones (Romero, 2008).

Para los resultados con diferencia estadistica significativa se usé la

prueba de T'uckey p> 0.05.

El analisis estadistico de los datos se realizd mediante el programa

A

Olor, color y Sabor

STATGRAPHICS Plus version 5.1, 2004 Statistical Graphics Corp.




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EVALUACION DE LA  ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y
CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES EN LA HOJA Y
CORTEZA
4.1.1. Rendimiento en la obtencion de la muestra seca

Los resultados del balance de materia y rendimiento de la
obtencién de la muestra seca (hoja y corteza) se presentan en los
cuadros 1y 2.

En el cuadro 1 se muestra los resultados del balance de materia y

rendimiento de la obtencion de la hoja seca.

Cuadro 1. Balance de materia en la obtencién de la hoja seca.

MATERIA EN MOVIMIENTO

Ingresa Sale Continua R.O R.P
OPERACION Kg kg kg (%) (%)
Recoleccion 100 - 100 100 100
Seleccion 100 3 97 97 g7

Hoja , 97
Blanqueado Agua,10 - 107 100 107
Oreado 107 8 101 92 101
Secado 101 60 41 40,59 41
Molienda 41 0,2 40,8 99,51 40,8
Envasado 40,8 0.1 40,7 99,75 40,7
Almacenado 40,7 - 40,7 100 40,7

R.O.: Rendimiento por operacion.
R.P.: Rendimiento por proceso.
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En el presente balance de materia encontramos que la mayor pérdida,
se d& en las operaciones de seleccidon y secado, con rendimientos por
operacién de 97 y 41 por ciento, respectivamente.

En la seleccion se perdié 3 kg, debido a qué se descart6 aquellas hojas
con pardeamiento enzimatico; en el secado se elimina 60 kg de agua, ya que
se lleva la muestra a 65°C / 9 h es la méyor pérdida por operacion y
proceso.

En el cuadro 2 se detallan los resultados del balance de materia y

rendimiento de la obtencion de corteza seca.

Cuadro 2. Balance de materia en la obtencion de fa corteza seca.

MATERIA EN MOVIMIENTO

Ingresa Sale Continua R.O R.P
OPERACION Kg kg kg (%) (%)
Recoleccion 100 - 100 100 100
Limpieza 100 2 o8 98 98
Secado 98 49 49 50 49
Molienda 49 0,2 48,8 99,59 48,8
Envasado 48,8 0,2 48,6 99,59 48,6
Almacenado 48,6 - 48,6 100 48,6

R.O.: Rendimiento por operacién.
R.P.: Rendimiento por proceso.
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En el balance de materia y rendimiento de la obtencion de la corteza
seca, las operaciones con mayor pérdida fueron la limpieza con una
pérdida de 2 kg y un rendimiento por operacion de 98 por ciento, esto es
por que la corteza tiene en su superficie a mohos por tal motivo se raspa
hasta que quede marrén uniforme; y tenemos al secado en la cual se
elimind 49 kg de agua.
En todo el proceso se obtuvo 48,6 por ciento de rendimiento para la

obtencién de la corteza seca.
41.2. Rendimiento en la preparacién de los extractos
En el cuadro 3 se presenta los resultados del Balance de materia

de la extraccién acuosa:

Cuadro 3. Balance de materia en la preparacién del extracto acuoso.

MATERIA EN MOVIMIENTO

Ingresa Sale Continta R.O R.P
OPERACION (L) (L) (L) (%) (%)

Extraccion acuosa 100 83,33 16,67 16,67 16,67
Filtracion 16,67 0,2 16,47 98,8 16,47

Centrifugacion 16,47 0,05 16,42 99,7 16,42

R.O.: Rendimiento por operacion.
R.P.: Rendimiento por proceso.
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Al realizar la extraccion acuosa se tuvo una pérdida de 83,33 L con un
rendimiento por operaciéon del 16,67 por ciento, debido a que se lleva el
extracto a 95°C por 30 minutos, el agua se evapora.
En este proceso se tuvo un rendimiento de 16,42 por ciento.
Los resultados del balance de materia de la extraccion hidroalcohélica se

muestran a continuacion en el cuadro 4:

Cuadro 4. Balance de materia en la preparacion del extracto hidroalcohdlico.

MATERIA EN MOVIMIENTO

Ingresa Sale Continaa R.O R.P

OPERACION L (L) (L) (%) (%)

Extr_hidroalcohdli 100 - 100 100 100
Filtracion 100 0,05 99,95 99,95 99,95
Centrifugacion 99,95 0,04 99,91 199,99 92,91

R.O.: Rendimiento por operacion
R.P.: Rendimiento por proceso

Podemos observar que este proceso no presenta mayores pérdidas, ya
que al final del proceso se obtuvo un 99,91 por ciento, sus pérdidas son

minimas.
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4.1.3. Evaluacion de actividad antioxidante (A.A)
Para la evaluacién de la actividad antioxidante se realizé mediante
la degradacion del radical DPPH, cuyos resultados se presentan en el

cuadro 5.

Cuadro 5. % de inhibicion de la Vismia cayennensis al radical DPPH.

Tratamientos Maxima Inhibicion (%) Concentracion (ug/ mi)
T1 89,40+ 0,64 230
T2 85,91+ 2,98 30
T3 84,67 + 0,42 100
T4 91,18+ 0,34 250
T5 90,91+ 1,62 18
16 88,29 + 0,19 150
T7 88,38+ 0,77 30
T8 90,93 £ 0,45 70

T1: hoja / extraccion hidroalc. T2: hoja 7 extraccion acuoso. T3; corteza / extracto hidroal. T4: corteza /
extracto acuoso T5: ext. atomizado hoja / extraccién T6: ext. atomizado hoja / extracciéon hidroalc.T7: ext.
atomizado corteza / extracciéon acuoso T8: ext. atomizado corteza / extraccion hidroalc. Datos
expresados en media+ SD, n=3.

De los resultados obtenidos en la capacidad antioxidante de la Vismia
cayennensis (cuadro 5), se afirma que el tratamiento T5 (extracto atomizado de
hoja / extracciéon acuosa) con 90,912 % + 1,624 a la concentracion de 18
Mg/ml, presenta mayor actividad antioxidante y en menor concentracion que los
demas tratamientos incluso los obtenidos por MELCHOR, et al, (2 002) y los

obtenidos por MURILLO ef al., (2 007).
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4.1.3.1. Coeficiente de inhibicién (ICs)

Para comparar la eficiencia de la inhibicidn del radical

DPPH, se calculd la cantidad de muestra seca en g) que se requiere para

inhibir el 50 % de DPPH (ICso) usado en la reaccion. Los resultados se

presentan en el cuadro 6.

Cuadro 6. Coeficiente de inhibicion de los extractos hidroalcohdlicos y

acuosos de hoja y corteza.

Tratamientds IC 50 (Mg/ml)
Hoja - ext. hidroalcohdlico. 75,90 1 4,04°
Hoja - ext. Acuoso 10,75 +0,30°
Corteza - ext. acuoso 57,44 + 2 27¢
Corteza - ext. hidroalcohélico 106,41 + 3,25'
Ext. atomizado de hoja - ext. acuoso 5,99 + 0,38°
Ext. atomizado de hoja - ext. hidroalcohdlico 4829 + 0,91°
Ext. atomizado de corteza - ext. acuoso 14,83 + 0,35®
Ext. atomizado de corteza - ext. hidroalcohdlico 22,46 + 0,36°

Datos expresados en media + SD, n = 3. (a-b-c-d-e-f) diferencia significativa {p<0.05). Evaluado
mediante prueba de TUCKEY.
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El andlisis estadistico entre tratamientos que se presenta en el
cuadro 9 (Anexo - 9 ) que indico alta significancia (P < 0.05). En los valores
de ICsp obtenidos (cuadro 6) para los tratamientos, podemos ver la
excelente capacidad antioxidante de el tratamiento TS (extracto atomizado
de hoja / extraccién acuoso) con 5,990 pug /ml + 0,383; frente a un 47,59 ug
/ml de Camellia sinensis (MELCHOR, et al., 2 002); 141,2 ug/ml obtenido
de la Attalea butyracea (GAVIRIA et al., 2 007) y 18,42 pg/ml obtenido de la

Bauhinia kalbreyeri Harms (MURILLO et al., 2 007).
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Figura 8. Coeficiente de inhibicion (IC sp) de extractos hidroalcohdlico y

acuosos de hoja y corteza.

En la presente figura podemos apreciar que el tratamiento TS presenta
la barra mas pequena, lo cual quiere decir que frente a los demas tratamientos
se necesita menos cantidad de esta muestra para lograr inhibir el 50 % de

radicales presentes.
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4.1.4. Cuantificacion de polifenoles totales.
Los resultados de la cuantificacion de polifenoles totales se

presentan en el cuadro 7.

Para cuantificar los polifenoles totales, se tom6é como modeio la

curva estandar de catequina, presentado en la figura 18 (Anexo - 18).

Cuadro 7. Cuantificacibn de polifenoles totales de los extractos

hidroalcohdlicos y acuosos de hoja y corteza.

. mg Catequina / g muestra
Tratamientos

seca
Hoja - ext. hidroalcohélico. 11,31+ 0,43"
Hoja - ext. acuoso 106,96 + 3,97°
Corteza - ext. acuoso 60,65 + 4,55%
Corteza - ext. hidroalcohdlico 11,67 £ 5,08
Ext. atomizado de hoja - ext. acuoso 682,83 + 20,08°
Ext. atomizado de hoja - ext. hidroalcohdlico. 4372 +0,53°
Ext. atomizado de corteza - ext.acuoso 631,53 + 8,44°
Ext. atomizado de corteza - ext. hidroalcohélico. 35,47 + 6 28°

Datos expresados en media + SD, n = 3. (a-b-c-d-e-f) diferencia significativa (p<0.05). Evaluado mediante
la prueba de TUCKEY.

En el analisis estadistico que presentado en el cuadro 18 (Anexo — 20), se

muestra que existe diferencia altamente significativa entre los tratamientos.
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En los resultados obtenidos (cuadro 7), los extractos atomizados de hoja y
corteza / extraccidn acuosa presentan mayor contenido de polifenoles, que los
extractos de hoja y corteza seca, esto se debe a que la atomizacién transforma
un fluido en un material sélido, atomizandolo en forma de gotas minusculas en
un medio de secado en caliente (DEASY, 1 983), en este proceso se ha

eliminado el agua, de manera que el producto esta mas concentrado.

Los tratamientos con mayor contenido de polifenoles totales. son : TS (extracto
atomizado de hoja / extraccion acuosa); con 682,834 mg catequina / g muestra
seca , T7 {extracto atomizado de corteza / extraccidn acuosa) con 631,528 mg
Catequina / g muestra seca, que a comparacion de lo reportado por Chen et al.,
(2 007), nuestros resultados son mayores, por ello la Vismia cayennensis se le

puede considerar, como una nueva fuente natural de polifenoles.

En la figura 9 se muestra el contenido de polifenoles totales, destacando el T5.
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Figura 9. Contenido de polifenoles totales expresados como catequina, en

extractos hidroalcohdlicos y acuosos de hoja y corteza.
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4.2. EVALUACION DEL PRODUCTO ATOMIZADO

4.2.1. Cuantificacion de Catequina

En la cuantificacion de cate quina se evalud el extracto atomizado
de hoja/ ext. acuoso de Vismia cayennensis, en los resultados no se
observd concentraciones detectables de catequina. Aunque se reportd
alto contenido de polifencles; hoy en dia ya se conocen mas de 5 000

flavonoides diferentes (VALLS, 2 003).

la Vismia cayennensis es posible que posea otros flavonoides ya que es

un grupo muy amplio y en este caso no necesariamente catequina.

4.3. EVALUACION SENSORIAL DE LA BEBIDA FUNCIONAL
Los resuitados de la evaluacién sensorial de la bebida funcional se

presentan en el siguiente cuadro:

Cuadro 8. Evaluacién del olor, color y sabor de la bebida funcional a diferentes

concentraciones.
Tratamiento Concentracion (g/L) olor color sabor
C1 05 4,603 4,2 a 3,2[)
C2 1 4,734 5,0 a 4,3
C3 2 4,733 5,4 b 4,83

Datos expresados en media + SD, n = 3. (a-b) diferencia significativa {p<0.05). Evaluado mediante la
prueba de TUCKEY.
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En la evaluacion del olor el andlisis de varianza que se muestra en el
cuadro 19 (Anexo - 21) indica que no hay diferencia significativa entre los

resultados.

En el andlisis de varianza de los atributos color y sabor que se presenta
en el cuadro 20, 21 (Anexo — 22, 23) nos indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones.

En la evaluacion del color y el sabor de la bebida funcional a través de la
prueba de Tuckey (cuadro 9) con las concentracionesde 0.5,1,2g/L; elC1y
el C2 son estadisticamente iguales, el C2 y el C3 también no tienen diferencia

estadistica, pero entre el C1 y el C3 si hay diferencia significativa.



V. CONCLUSIONES

El desarrollo de la investigacion permiti6 establecer las siguientes

conclusiones:

El extracto atomizado de hoja seca de Pichirina colorada extraccion acuosa,
mostré mayor actividad antioxidante, con un coeficiente de inhibicion (ICsp)

de 5.99 ug /ml a una concentracion de 18 ug /mi.

. Los mayores contenidos de Polifenoles Totales se obtuvieron de los
tratamientos T5 (extracto atomizado de hoja / extraccidn acuoso) con
682.834 mg Catequina / g muestra seca, T7 (extracto atomizado de corteza /

extraccion acuosa con 631.528 mg Catequina / g muestra seca.

. En el tratamiento T5 (extracto atomizado de hoja / extraccion acuoso), no se

determiné presencia de catequina en el tratamiento.

. El andlisis sensorial de la bebida funcional, indicé que no hay diferencia
estadistica significativa para el atributo olor, considerando las
concentraciones 0.5, 1, 2 g / L, pero si hubo diferencia estadistica
significativa para los atributos color y sabor. De las diferentes
concentraciones la concentracion 0.5 g/L fué la que obtuvo mayor
aceptacion entre los panelistas, con el calificativo “Me agrada” con respecto

a los atributos olor color y sabor.



VL. RECOMENDACIONES

1. Para aimacenar, una materia prima rica en antioxidantes a partir de la hoja de
Vismia cayennensis, es preciso realizar el blanqueado de las hojas antes del
secado, para evitar el pardeamiento enzimatico y la degradacién de muchos

componentes benéficos.

2. Correlacionar la actividad antioxidante de la Vismia cayennensis, con la
cuantificacion de otros compuestos bioactivos, tales como triterpenacs,

flavonoides.

3. Disefiar alimentos que permitan la incorporacion del producto atomizado de fa

Vismia cayennensis.

4. Toda planta posee ciertas sustancias toxicas, unos mas que otros; por tal

motivo se debe realizar estudios toxicologicos de la Vismia cayennensis.
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1. Figura 10. % de inhibicién del radical DPPH de la hoja blanqueado / extraccion

hidroalcohélica a diferentes concentraciones.
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2. Figura 11. % de inhibicion del radical DPPH de la hoja blanqueado / extraccién

acuoso a diferentes concentraciones.
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3. Figura 12. % de inhibicién del radical DPPH de la corteza / extraccion acuoso a

diferentes concentraciones.
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4. Figura 13. % de inhibicion del radical DPPH de la corteza / extraccion

hidroalcohdlica a diferentes concentraciones.
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5. Figura 14. % de inhibicion del radical DPPH del extracto atomizado de hoja /

extraccion acuosa a diferentes concentraciones.

Hoja atomizada-ext. acuoso

100 -
80 -
80 -
70 -
60
50 4
40 -+
30

20
10 A

y = 3.680x +27.95
R2=0.953

% inhibicion DPPH

i T 1)

10 15 20
Concentracién {(ug/mi)

o
"L

6. Figura 15. % de inhibicién del radical DPPH del extracto atomizado de hoja /
extraccion hidroalcohdlica a diferentes concentraciones.
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7. Figura 16. % de inhibicién del radical DPPH del extracto atomizado de corteza

| extraccién acuosa a diferentes concentraciones.

Cortezaatomizada -ext.acuosa

100 ~
90 +4-
80 -
70 A
60 -
50 A
40 -
30 A
20 -
10 A

O T ¥ T 1

o 10 20 30 40
Concentracion (ug/mi}

y=2.570x +11.88
R2= 0.996

%inhibicionn DPPH

8. Figura 17. % de inhibicion del radical DPPH del extracto atomizado de corteza

lextraccion hidroalcohdlica a diferentes concentraciones.
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9. Cuadro 9. Andlisis de varianza del ICs; de los extractos hidroalcohdlicos y

acuosos de hoja y corteza.

F.V G.L SC C.M Fc Valor P

Tratamientos 7 26983.0 385472 300.63 0.0000
Error experimental 16 205.151 12.8219

Total 23 27188.2

10. Cuadro 10. Capacidad de inhibir DPPH del extracto hidroalcohdlico de hoja

(T1).

Hoja blanqueado/secado - extraccion hidroalcohélica (ug/ml)

30 100 230 r

T1 32935+2911 63.619 +1.070 89.399+0.635 0.976

11. Cuadro 11. Capacidad de inhibir DPPH del extracto acuoso de hoja de (T2).

Hoja blanqueado/secado - extraccion acuoso (ug/mi)

3 10 30 r

T2 33.800+0.267 50.629 + 1.340 85.006 £ 2.978 07.998
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12. Cuadro 12. Capacidad de inhibir DPPH del extracto acuoso de corteza (T3).

Corteza - extraccién acuoso (ug/ml)

10 30 100 r

T3 10.811 +2.115 28.103 + 3.987 84669 +0.416  1.000

13. Cuadro 13. Capacidad de inhibir DPPH del extracto hidroalcohdlico de

corteza de Pichirina colorada (T4).

Corteza - extraccion hidroalcohdlico {ug/mi)

30 100 250 r

T4 21.349+1.714 55.965 * 3.446 9118+ 0339 0.980

14. Cuadro 14. Capacidad de inhibir DPPH del extracto atomizado de hoja /

extraccién acuosa (T5).

Extracto atomizado de hoja - extraccion acuoso (ug/mi)

3 10 18 r

T5 35235+1.00 71.802 + 5.906 90.912 + 1.624 0.976
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15. Cuadro 15. Capacidad de inhibir DPPH del extracto atomizado de hoja/

extraccién hidroalcohdlico (T6).

Extracto atomizado de hoja - extraccion hidroalcohélico (ug/ml)

30 100 150 r

T6 40.271+3.130 76.542 + 1.058 88.291 +0.186  0.982

16. Cuadro 16. Capacidad de inhibir DPPH del extracto atomizado de corteza/

extraccion acuoso (T7).

Extracto atomizado de corteza - extraccion acuoso (pug/mi)

3 10 30 r

T7 17.833 £ 5.526 39.969+2979 88.384+0.769 0.998

17. Cuadro 17. Capacidad de inhibir DPPH del extracto atomizado de corteza /

extraccion hidroalcohdlica (T8).

Extracto atomizado de corteza - ext. Hidroalcohélica (ug/mi)

10 30 70 r

T8 34629+ 0.223 62.984 + 3.536 90.931 * 0.449 0.081
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18. Figura 18. Curva estandar de Catequina para la cuantificacion de polifenoles

totales.
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19. Figura 19. Curva estandar para la cuantificacion de (+)-catequina por HPLC.
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20. Cuadro 18. Andlisis de varianza del contenido de polifenoles totales en los

extractos de hoja y corteza.

F.v G.L sSC C.M Fc Valor P
Tratamientos 7 1.7098E6 244265.0 3388.51 0.0000
Error experimental 16 1153.38 72.0864
Total 23  1.71101E6

21. Cuadro 19. Analisis de varianza de la evaluacion del olor de la bebida

funcional de Vismia cayennensis.

F.v G.L SC C.M Fc Valor P
Tratamientos 2 0.177778 0.0888889 0.08 0.9213
Error experimental 42 45.4667 1.08254

Total 44 45.6444
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22. Cuadro 20. Analisis de varianza de la evaluacién del color de la bebida

funcional.

F.vV G.L SC C.M Fc Valor P
Tratamientos 2 11.2 56 4.36 0.0191
Error experimental 42 54 1.28571
Total 44 652

23. Cuadro 21. Analisis de varianza del sabor de la bebida funcional .

F.V G.LL SC T CM Fc Valor P
Tratamientos 2 19.9111 9.95556 6.53 0.0034
Error experimental 42 64.0 1.52381

Total 44 83.9111
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24. Cuadro 22. Escala hedonica para la evaluacion sensorial.

Calificaciones Valores

Me agrada muchisimo 7
Me agrada mucho

Me agrada

Me agrada mas o0 menos
Me desagrada poco

Me desagrada mucho

= N W A OO

Me desagrada muchisimo

25. Radical 2, 2-diphenyl-1-picrilhydrazyl (DPPH).

Se realizd mediante el método de inhibicion del radical DPPH, reportado por

SANDOVAL et al., 2001.

Se prepard la solucibn de DPPH, se agitd de 2 a 3 minutos hasta una
completa solubilizacién del compuesto y se almacenb a4 °C.

De la solucion de stock se preparé 20 mi de 100 uM DPPH en 95 % etanol, las
concentraciones finales de DPPH pueden variar de acuerdo al investigador y a las
condiciones del experimento. Se utilizé concentraciones entre 50 — 100 uM.

Se agregd 25 pL de muestra a 975 L de la solucion de 100 uM de DPPH en
una cubeta de poliestireno.

La inhibicion de los radicales libres DPPH es determinado por la decoloraciéon
de la solucion de violeta a amarillo, el cual es medido por espectrofotometria a 515

nm. A medida que hay un mayor secuestro de los radicales libres por un
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antioxidante, la absorbancia disminuye.

% inhibiciéon DPPH = [(Acontrol — Amuestra) / A control] X 100.
26. Cuantificacion de polifenoles totales

Se realiz6 mediante el método de Folin - Ciocalteu, reportado por SANDOVAL
et al, 2 001.

Se prepard la solucién de carbonato de sodio al 20% y 1Mm de (+)- catequin
en metanol.

Se agregd a cada tubo 1.58 ml de H,Odd y 20 pL de muestra (control y/ o
estandares) , y se vorte6 ligeramente.

Luego se agregd 100 mL de solucién de fenol Folin- ciocalteu, se mezclo
nuevamente e incubd por un minuto a temperatura ambiente.

Luego se neutralizo la reaccién con 300 L de solucién 20% carbonato de
sodio y se incub6 por 2 horas a temperatura ambiente.

Finalmente se agreg6é 1 mL solucién (con muestra control y/ o estandar)en
una cubeta de poliestireno ; y se realizd la lectura de la absorbancia por
espectrofotometro a 700 nm.

27. Cuantificacion de catequinas

Se realiz6é mediante el método de analisis cromatograficos (HPLC), reportado
por DING et al, 1999.
En el sistema HPLC se utiliz6 la columna Shimadzu Shim — pack CLS — ODS

(M) & pm /250 mm x 4.6 mm.
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Para determinar el contenido de catequina, los extractos de hoja y corteza
atomizada / extraccion acuosa fueron centrifugados, homogenizados y filtrados
con membranas de 0.2 ym.

A partir de una solucidn de catequina, se preparé las concentraciones, que se
uso para levantar la curva estandar.

Se reqistré las lecturas a 270nm, utilizando la solucién acuosa con 30 % de
metanol, 0.1 % ac. Aceético, y agua desionizada; esta solucién fué usada como
fase mévil, con un caudal de 1mi / min.

Se uso el software Class-VP del sistema del HPLC para obtener la ecuacion
de la curva estandar y a la vez esta servira para estimar la cantidad en mg de

catequina /g de muestra seca.
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