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RESUMEN

La obtencion de un filtrante a partir de las hojas de lanche (Myrcianthes
rhopaloides) se logré realizando una recepcion de las hojas, pesado,
seleccién- clasificaciéon, lavado- desinfeccion, oreado, secado, molienda y
envasado. Se determind y comparé la cantidad de compuestos fendlicos y
actividad antioxidante en tres estadios de las hojas de lanche (i-hoja nueva o
brote, ii-hoja semi madura y ii-hoja madura). Observamos que existe diferencia
significativa entre las medias de fenoles totales presentes en las hojas de
lanche de estadio i y ii, estadio i y iii. Asimismo, que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de la actividad antioxidante entre
un nivel de estadio y otro. Mediante una evaluacién sensorial afectiva de
nueve tratamientos (T) de bebida - infusion- obtenida a partir del filtrante T
(0,9 g- hoja nueva), T2 (0,9 g-hoja semi-madura) T3 (0,9 g — hoja madura), T4
(1g — hoja nueva), Ts (19 -hoja semi-madura), Te (1g- hoja madura), T7 (1,1 g
— hoja nueva), Ts (1,1 g — hoja semi-madura) y 19 (1,1 g -hoja madura),
concluimos que el tratamiento de mayor preferencia es de 1,1 g de hojas
maduras de lanche, lo cual también contiene la mayor cantidad de fenoles
totales (1400,833 mg de acido galico/L) y cuya composicion fisicoquimica es:
valor caldrico (180,8 Kcal), humedad (52,7 %), grasa (1,5 %), proteina (4,78

%), carbohidratos (36,82 %), ceniza (0,7 %) y fibra (3, 5 %).

Palabras clave: lanche, filtrante, fenoles, antioxidante, infusion.



ABSTRACT

Obtaining a filter from the leaves of the boat (Myrcianthes rhopaloides) was
achieved by receiving the leaves, weighing, sorting, sorting, washing-
disinfecting, drying, grinding and packaging. The amount of phenolic
compounds and antioxidant activity were determined and compared in three
stages of the leaves of the lanche (new leaf or bud, ii-leaf semi-mature and
leaf ii-mature). We observed that there is a significant difference between the
means of total phenols present in the leaves of stage | and Il, stage | and .
Also, there is no statistically significant difference between the mean of the
antioxidant activity between one stage level and another. Through an affective
sensory evaluation of nine beverage (infusion) treatments (T) obtained from
the T filter (0,9 g- new leaf), T2 (0,9 g-semi-mature leaf) Tz (0,9 g) - mature
leaf), T4 (1g - new leaf), Ts (1g - semi-mature leaf), Te (1g - mature leaf), Tz
(1,1 g - new leaf), Ts (1,1 g - leaf semi-mature) and To (1,1 g-mature leaf), we
conclude that the most preferred treatment is 1,1 g of mature leaves of lanche,
which also contains the highest amount of total phenols (1400,833 mg of gallic
acid / L) and caloric value (180,8 Kcal), nutritional value (8,45), humidity
(52,7%), fat (1,5%), protein (4,78%), carbohydrates (36,82%), ash (0,7%) and

fiber (3,5%).

Key words: lanche, filter, phenols, antioxidant, infusion.



INTRODUCCION

La demanda de alimentos saludables ha venido aumentando en el transcurso de
los afios, debido al interés de la poblacion por alimentos que no solo cumplan con
la funcion nutricional, sino también por que tengan un efecto benéfico en salud
reduciendo asi el riesgo a padecer diversas enfermedades (De Jesus, 2016).
Dentro de estos alimentos se encuentran las infusiones de hierbas, que han
venido siendo muy aceptables en el mercado por proveer beneficios en el

organismo (Hgstmark, 2010; McKay y Blumberg, 2006).

Una infusion es una bebida que se obtiene de las partes areas (hojas secas,
flores y frutos) de varias hierbas o plantas aromaticas a las cuales se vierte agua
a punto de ebullicion y se deja reposar durante un tiempo (Velazquez, 2012). En
el mercado existen bolsitas filtrantes que contienen diferentes tipos de hierbas
para preparar bebidas en infusién, entre estas hierbas podemos mencionar a la
manzanilla (Matricaria chamomilla L.), limén (Cymbopogon citratus), hierbabuena
(Mentha piperita L.), boldo (Peumus boldus Molina), té (Camellia sinensis), entre

otras.

El aumento de informacion y conocimiento de la poblacion peruana respecto a
las propiedades medicinales y el aporte nutricional muchas hierbas disponibles
en el territorio, ha venido generando una disposicion a consumir infusiones
alternativas a las existentes, buscando de esta manera mantener un estilo de

vida mas saludable y/o prevenir enfermedades como las cardiovasculares,
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diabetes, cancer y otras que estan, cada vez mas, causando muchas muertes
(Carou y Font, 2006; Asmat, Gutierres, Ramos y Yurday, 2017). Cabe mencionar
que la revalorizacion de cereales nutritivos, hierbas, especias y frutas nativas
también ha venido siendo influenciado por el auge de la gastronomia peruana en

los dltimos afios (Asmat, 2017).

En Peru son las mujeres quienes muestran mayor preferencia a consumir
infusiones herbales y frutales, representando para el afio 2013 un 59% de la
poblacién. Cabe mencionar que, la mayor demanda se presenta en Lima. Segun
Arellano (2013) existen tres tipos de consumidores basado en el consumo, los
cuales son clasificados de la siguiente manera: i) heavy (consumen todos los
dias) los cuales representan el 28%; ii) medium (consumen de 3 a 4 veces por
semana) los cuales representan el 46% Yy iii) light (consumen 1 a 2 veces por
semana) los cuales representan el 26%. se puede decir que el comun consumidor
de infusiones en el Perl son mujeres entre 25 a 35 afios de edad con un estilo

de vida moderno.

En las zonas andinas de Perd, existen muchas plantas con propiedades
interesantes para ser utilizadas para la elaboracion de filtrantes a fin de obtener
infusiones para el consumo. Entre algunos autores que han aprovechado esta
oportunidad para formular filtrantes e infusiones podemos mencionar a Millones,
(2014) que obtuvo un filtrante de anis de monte (Tagetes filifolia Lag.) edulcorado
con hojas de estevia (Stevia rebaudiana Bertoni); Inostroza y Rubio, (2017)

formularon y caracterizacion de un filtrante de hojas de Moringa oleifera; Vargas
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(2012) formul6é un té aromatico a base de plantas cedron (aloysiacitrodora) y

toronijil (mellisaofficinalis) y stevia (steviarebaudiana bertoni) endulzante natural.

No obstante, aun existen muchas hierbas y plantas que no estan siendo
aprovechadas, una de estas es la comunmente llamada Lanche (myrcianthes
rhopaloides). Esta planta se ha utilizado desde tiempos ancestrales para conferir
aromas y sabor a bebidas. Segun Lizcano et al., (2008) entre uno de los
principales usos de las hojas de lanche (myrcianthes rhopaloides) en zonas
rurales, resalta la preparacion de infusiones para combatir la diabetes. Asimismo,

también es utilizado como tranquilizante y antidiarreico.

Es importante indicar que, la mayoria de infusiones obtenidas a partir de filtrantes
de hierbas comerciales se caracterizan por contener una determinada cantidad
de compuestos fendlicos extraidos de las hierbas del filtrante, lo cual generan
una actividad antioxidante en el organismo que los consumen. Mufios et al.,
(2012) realizaron una comparacion de fenoles totales y capacidad antioxidante
de infusiones herbales comerciales (de manzanilla, limén, hierbabuena, arnica,
boldo y té verde); sus resultados revelaron que, a pesar de que la capacidad
antioxidante esta estrechamente relacionada con los compuestos fendlicos, se
observaron claras diferencias entre las diversas infusiones y sus marcas

comerciales.
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Las hojas de lanche (myrcianthes rhopaloides) no distan de contener compuestos
fendlicos que pueden ser transferidos en infusion. A los compuestos fenolicos se
les atribuyen propiedades para la prevencion de enfermedades como el cancer,
enfermedades cardiovasculares e incluso de enfermedades neurodegenerativas
como el alzhéimer, entre otras. Del lanche, la poblacion peruana principalmente
de la sierra acostumbra utilizar las hojas y flores para realizar bebidas en infusién
(Mufioz, 2013; Soto et al., 2014). Si bien en el mercado de filtrantes de hierbas
hay competencia, sin embargo, la diversidad de sabores, aromas y propiedades
beneficiosas que pueden aportar nuevos productos resulta relevante. En este

sentido, nos planteamos los siguientes objetivos:

Objetivo general

e Obtener un filtrante a partir de las hojas de lanche (myrcianthes rhopaloides)

evaluando sus caracteristicas fitoquimicas y sensoriales

Objetivos especificos

e Caracterizar mediante analisis fisicoquimicos tres estadios de las hojas de
lanche (i-hoja nueva o brote, ii-hoja semi-madura y iii-hoja madura).

e Comparar los tres estadios de hojas de lanche respecto al contenido de
fenoles y actividad antioxidante.

e Determinar el estadio y el peso del filtrante de mayor preferencia, mediante

evaluacion sensorial de la bebida obtenida a partir del filtrante.
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|. FUNDAMENTO TEORICO
1.1. Lanche (myrcianthes rhopaloides)

1.1.1. Clasificacién taxonémica.

Segun Fontenla (2006), es como sigue:
Reino: plantae.

Phyllum: Magnolyophyta

Clase: Magnoliopsida orden myrtales.
Familia: myrtaceae.

Especie: Myrcianthes Rhopaloides (Kunth) MC Vaugh.

1.1.2. Sinbnimos

Eugenia porphyroclada O. Berg
Eugenia rhopaloides (Kunth) DC.

Myrthus rhopaloides Kunth

La familia myrtaceae comprende arboles o arbustos perennifolios, cuyas hojas
contienen sustancias polifendlicas y terpenoides aromaticos, perteneciente a la
orden myrtales. Familia con aproximadamente 40 géneros y mas de 3000
especies distribuidas principalmente en las zonas tropicales y subtropicales, esta
familia se divide en dos subfamilias, myrtoideae y leptospermoideae, siendo la

primera de hojas opuestas y frutos carnosos, generalmente baya o drupa,

14



mientras que la subfamilia leptospermoideae tiene hojas alternadas y frutos

secos, generalmente nuez o capsula (Allerslev, 2007; Silva, 2016).

Se encuentra distribuida en Costa Rica, Colombia, Ecuador, Panama, Peru y
Venezuela desde 2300 a 2800 m.s.n.m (Lizcano et al., 2008). En el Peru, esta
planta se ubica en las zonas que van desde un nivel de 2000 y los 3000 m.s.n.m.
En los departamentos de Cajamarca, Huanuco, Junin, Paseo, Piuray San Martin

(Fontenla, 2006).

Segun el Centro de Investigacion en Geografia Aplicada -CIGA (1991), esta
planta se encuentra en estado silvestre, entre los 1200 y los 2500 m.s.n.m.,
donde la vegetacién es siempre verde, donde existe disponibilidad de agua por
la presencia de quebradas y pequefios puquios y la gradiente de las vertientes

es mas suave.

En cuanto a sus propiedades medicinales, el género myrcianthes ha sido
ampliamente utilizado en la medicina popular, es el caso de myrcianthes
pseudomato la cual es reconocida por su capacidad antimicrobiana, Myrcianthes
cisplatensis utilizada para el lavado y cicatrizacion de heridas, ademas de ser
conocidos sus efectos en las afecciones bronquiales y de pulmones (Apel et al,

2006; Demo et al, 2002 citados por Silva, (2016).

Lizcano et al., (2008) menciona que las hojas, flores y raices se utilizan para
combatir la diabetes, como tranquilizante y antidiarreico. Segun Fontenla (2006),

se utiliza para infecciones pulmonares y bronquitis, urinarias (cistitis) e
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intestinales. Este autor indica que las hojas de lanche es un poderoso antiséptico
pulmonar, utilizado en numerosas especialidades farmacéuticas en forma de
supositorios. En Peru se utiliza las hojas para preparar infusiones, con el objetivo
de aliviar el dolor de estbmago, el dolor de garganta y para el resfrio (Guffantte,

2013).

En medicina tradicional, sus hojas masticadas se emplean para contrarrestar las
caries (Serrano, 1996). Sus hojas son empleadas en reposteria para dar sabor y
como aromatizantes en bebidas (De la Torre et al, 2008). La infusion de sus hojas
es utilizada para aliviar problemas del corazén, purificar la sangre, para
problemas digestivos, del cabello y la piel. Ademas, a sus aceites esenciales se
les atribuye propiedades rejuvenecedoras. Sus frutos son utilizados para elaborar
vino y también son consumidos directamente (Kawasaki y Holst, 2006; Picardo,

2005).

Desde el punto de vista nutricional, el Lanche muestra un potencial de

aprovechamiento, en la siguiente tabla se muestra la composicion nutricional.
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Tabla 1

Composicion nutricional del lanche (myrcianthes rhopaloides)

Nutriente Unidad Contenido*

Proteina g 2,9
Grasa g 0,3
Fibra g 2,4
Cenizas g 1,4
Calcio mg 100
Fosforo mg 38
Hierro ppm 28

* El contenido es en base a 100 gramos de pulpa de myrcianthes rhopaloides. Tomado de Lizcano

et al., (2008).

En cuanto a la composicién fitoquimica, del aceite esencial de las hojas de

myrcianthes rhopaloides, se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2
Composicion quimica del aceite esencial del lanche (myrcianthes rhopaloides)

Valores segun varios autores

Componente. B _
I I ii v
Geranial 34,00% 34,00% 29,00% 22,50%
Neral 25,00% 25,00% 11,73% 15,49%
a-pineno 7,00% 7,00% 8,56% 4,20%
B-pineno 9,00% 9,00% 9,50% 4,16%
Sesquiterpenos 1,50% - 1,20% -
Rodinol - - - 15,49%
Mirceno - - - 17,70%

Tomado de i Lizcano et al., (2008); ii Fontenla (2006); iii Guffanttel (2013); iv Silva (2016).
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1.2. Compuestos fitoquimicos

Existen mas de 2.000 fitoquimicos en las plantas, que se agrupan en clases de
acuerdo a su funcion y sus caracteristicas estructurales, de los cuales se
considera que los terpenos, los fitoesteroles, los fenoles, los lignanos y los tioles,

son los mas estudiados (Lopez, 2002).

1.2.1. Los terpenos

Funcionan como antioxidantes, que protegen a los lipidos, a la sangre y a otros
fluidos corporales contra el ataque de radicales libres, algunas especies de
oxigeno reactivo, grupos hidroxilos, peroxidos y radicales peroxidos. Los mas

estudiados son los carotenoides y limonoides (Chasquibol et al., 2003).

1.2.2. Los carotenoides

Son pigmentos de color amarillo intenso, naranja y rojo; estos incluyen alfa, beta
y epsiloncaroteno, los Unicos que poseen actividad como vitamina A. En cuanto
a los fitoesteroles, estan presentes en la mayoria de plantas. Los vegetales
verdes y amarillos contienes cantidades significativas. Estos tienen la capacidad

de bloguear la absorcién de colesterol (Chasquibol et al., 2003).

1.2.3. Compuestos fendlicos

Quimicamente son sustancias que poseen un anillo aromatico, un anillo benceno,
con uno o mas grupos hidréxidos incluyendo derivados funcionales (ésteres, metil

esteres, glicosidos, etc.). La naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas
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simples como los acidos fenodlicos hasta compuestos altamente polimerizados,
como los taninos. Se presentan en las plantas en forma conjugada con uno o
mas residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos
se pueden producir uniones directas entre una molécula de azucar y un carbono
aromatico. Por ello la forma mas comun de encontrarlos en la naturaleza es en
forma de glicésidos, siendo solubles en agua y solventes organico (Tsimidou,

1998).

Los azUcares asociados a los polifenoles pueden ser monosacaridos, disacaridos
o incluso oligosacaridos. Los compuestos a los que se encuentran unidos con
mas frecuencia son: glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, y acidos
glucurénico y galacturénico. También pueden encontrarse unidos a acidos
carboxilicos, acidos organicos, aminas, lipidos y a otros compuestos fendlicos
(Tsimidou, 1998 citado por Valverde et al., 2000). Los compuestos fendlicos se
pueden agrupar en diferentes clases dependiendo de su estructura quimica

basica, describiéndose a continuacion aquellas con un mayor interés nutricional:

1.2.3.1. Los flavonoides. Constituyen el grupo mas importante dentro de esta
clasificacion, dividiéndose en varias subclases con mas de 5000 compuestos,
siendo los polifenoles mas distribuidos en las plantas. Son de bajo peso molecular
gue comparten el esqueleto comun de difenilpiranos: dos anillos benceno unidos
a través de un anillo pirona o piran heterociclico. Esta estructura basica presenta

o permite una multitud de sustituciones y variaciones en el anillo pirona dando
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lugar a flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanololes, isoflavonoides, catequinas,
calconas, dihidrocalconas, antocianidinas, leucoantocianidinas o flavandiol y
proantocianidinas o taninos condensados (taninos no hidrolizables). Dentro de
todos estos grupos las flavonas (p.e. apigenina, luteolina y diosmetina), los
flavonoles (p.e. quercitina, mirecitina y kampferol) y sus glicésidos son los
compuestos mas abundantes en vegetales (Harborne, 1993 y Hertog, 1993

citados por Valverde, 2000).

1.2.3.2. Los taninos. Son polimeros polifendlicos producidos en las plantas
como compuestos secundarios y que tienen la habilidad de formar complejos con
proteinas, polisacaridos, acidos nucléicos, esteroides, alcaloides y saponinas
desempefiando en las plantas una accion defensiva frente a los insectos. Son
astringentes (precipitan las proteinas) y curten la piel. Quimicamente se
diferencian los taninos hidrolizables o hidrosolubles (pirogéalicos: se hidrolizan en
acidos fendlicos y azucares) y los taninos condensados no hidrosolubles (taninos
catéquicos y los leucoantocianos; son polimeros muy dificiles de hidrolizar; los

mas ampliamente distribuidos en las plantas (Ali, 2012).

El tanino es un compuesto que se oxida al contacto con el aire, es inodoro y de
sabor agrio, soluble en agua, alcohol y acetona; reacciona con el cloruro férrico
y otras sales; es combustible con un punto de inflamacion de 199°C, una
temperatura de auto ignicion de 528.5°C; poco toxico por ingestion o inhalacion.

Teniendo en cuenta la naturaleza quimica, los taninos de las plantas superiores
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se han distribuido principalmente en dos grandes grupos: los “taninos
hidrolizables” y los “taninos condensados”. Los taninos hidrolizables son ésteres
de glucidos y acidos fendlicos y como su propio nombre indica, son facilmente
hidrolizables en condiciones acidas o basicas o por la acciébn de enzimas,
(esterasas), mientras que los taninos condensados son oligomeros y polimeros
de flavonoides unidos por enlaces C-C, y no son susceptibles de hidrélisis

(Cadahia, 1995 citado por Ali, 2012).

1.2.3.3. Acidos cinamicos, cumarinas, isocumarinas y cromonoles. Los
acidos cinamicos (cafeico, ferdlico, p-cumarico y sinaptico) se encuentran
raramente libres, ya que por regla general se hallan presentes en forma de
derivados. Asi, por ejemplo, el acido cafeico se encuentra esterificado con el
acido quimico como acidos clorogénicos, isoclorogénico, neoclorogénico y
criptoclorogénico. Las cumarinas e isocumarinas se encuentran generalmente en
forma de glicésido, mientras que los cromonoles son menos conocidos, y se
forman a partir de las antocianinas ante incrementos del pH del medio (Belitz y

Grosch, 1998; Tsimidou, 1998 citados por Valverde, 2000).

1.2.3.4. Lignanosy neoligananos. Son metabolitos de las plantas de bajo peso
molecular formados por el acoplamiento oxidativo de unidades de phidroxi
fenilpropano, las cuales se unen mediante puentes de hidrégeno. Son
monomeros y dimeros del acido hidroxicinamico y también del alcohol cinamico,

propenilbenceno y alilbenceno. El término lignano se aplica cuando el compuesto
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esta formado a partir de uniones entre el acido y/o el alcohol, mientras que
cuando se unen las moléculas de propenilbenceno y/o alilbenceno la molécula

resultante se denomina neolignano (Chesson, 1997).

En cuanto a los beneficios de los compuestos fendlicos en el organismo, Los
estudios epidemiologicos han relacionado la ingesta dietética de alimentos ricos
en fendlicos con una menor incidencia en la aparicion de varias enfermedades
cronicas. Los compuestos fendlicos estan recibiendo mucha atencion debido a

sus propiedades antioxidantes (Rein, 2013; Sharma, 2014; Gutiérrez, 2016).

Lo cierto es que los compuestos fendlicos de nuestra dieta han demostrado tener
un efecto protector frente a las enfermedades cardiovasculares y sus
propiedades antioxidantes han sido probadas en estudios en animales y en

humanos.

Todos los compuestos fendlicos, el grupo de los flavonoides es el mas extendido
en la naturaleza y dentro de ellos, los flavonoles son los que poseen una mayor
actividad antioxidante. Estudios epidemiolégicos han demostrado que una
ingestion rica en flavonoides se correlaciona con un menor riesgo de
enfermedad cardiovascular y se ha observado que actian a diferentes niveles.
Por un lado, disminuyen las tasas de colesterol y de LDL oxidada debido a sus
propiedades antioxidantes como fuertes quelantes de metales y como donadores
de hidrogeno (a través de los grupos hidroxilo). Asi, en general, el grado de

actividad antioxidante se correlaciona con el nimero de grupos hidroxilo. Por ello,

22



los ortodifenoles son buenos antioxidantes, mientras que compuestos monofenol,

como el tirosol, no lo son tanto (Gimeno, 2004).

Los mecanismos de los compuestos fendlicos que a través pueden prevenir el
cancer no estan aun definitivamente establecidos. Estudios de laboratorio en
animales de experimentaciéon han puesto de manifiesto efectos y actividades
biolégicas muy variadas. Por otro lado, Steinmetz y Potter (1996) recogieron
datos procedentes de 206 estudios epidemioldgicos, lo que puso de manifiesto
gue consumos elevados de frutas y hortalizas estan relacionados con una baja
incidencia de distintos tipos de cancer, como los de estdbmago, pulmon, cavidad
oral, faringe, endometrio, pancreas y colon. Sin embargo, en estos estudios es
muy dificil discernir si el efecto es debido a un compuesto en concreto o si, lo
mas probable, es debido a un efecto sinérgico de distintos fitoquimicos presentes
en estos alimentos como son, ademas de los polifenoles, las vitaminas C y E, los

carotenos, el acido félico, la fibra, etc.

A pesar de todo esto, los fenoles pueden tener efectos anti nutricionales debido
a gue pueden interaccionar con algunos elementos de la dieta. Por ejemplo, una
ingestion muy elevada y crénica de estos compuestos puede interferir en la
absorcion del hierro de la dieta y provocar anemia. Sin embargo, en general, la
toxicidad de los fenoles en una ingestion moderada es muy poca debido a su baja
absorcion, rapido metabolismo y a la presencia de un sistema muy eficaz de
detoxificacion. El problema es que la mayoria de estudios estan hechos in vitro o
en animales de experimentacion, lo que limita la extrapolacién de resultados en
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el hombre. Se ha visto que los polifenoles pueden ser toxicos si su ingestion esta
entre el 1y el 5% del total de la dieta, cosa imposible en condiciones normales,
ya que lo habitual es ingerir, aproximadamente, entre 25 mg-1 g/dia. Aun asi,
conviene ser prudentes y no recomendar un consumo muy elevado de
compuestos fendlicos hasta que su bioactividad no esté mejor entendida

(Gimeno, 2004).

En resumen, como los antioxidantes podrian desempefiar un papel destacado en
la prevencion de distintas enfermedades, la recomendacion para la poblacion
general (prevencion primaria) es enriquecer la dieta en antioxidantes naturales
(frutas y verduras frescas, frutos secos, aceite de oliva virgen, etc.). El uso
profilactico de antioxidantes a dosis elevadas esta aun en discusion y requiere
de mas estudios, aunque, en algunos casos de alto riesgo de enfermedad
cardiovascular (prevenciéon secundaria), se puede utilizar suplementos,
fundamentalmente de vitamina E, ya que una dieta equilibrada dificilmente

aportara mas de 30 mg/dia (Acaso, 2000 citado por Gimeno, 2004).

1.3. Elaboracién de filtrantes

Millones et al., (2014) sugiere el siguiente procedimiento para la elaboracién de
un filtrante: recepcion de la materia prima, que puede ser hojas y flores; selecciéon
lo cual cosiste en separar aquellas hojas o flores en mal estado; lavado y
desinfeccidn, utilizando abundante agua y solucion de hipoclorito de sodio al 5%

por alrededor de 30 minutos; el enjuague con abundante agua corriente; oreado
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durante aproximadamente 3 horas; secado hasta que las hojas alcancen una
humedad de 6%; posteriormente una molienda y tamizado para eliminar las
particulas grandes empleando un tamiz # 90; envasado — empacado y

almacenamiento.

Por otra parte, Inostroza y Rubio (2017) sugieren las siguientes etapas para la

elaboracion de un filtrante:

Recoleccion de las hojas: realizarla en las primeras horas de la mafiana para

evitar dafar las hojas. Evitar demorar mas de 1 hora entre la recoleccion y la

siguiente operacion.

Seleccion y clasificacion: las hojas deben ser recibidas en las mejores

condiciones. El material que venga requemado por largas horas de envasado
luego de la cosecha o que no reuna las condiciones técnicas requeridas, con

olores diferentes deber ser rechazado.

Desinfeccion: las hojas deben ser colocadas en un colador de acero inoxidable,

la misma que es llevado luego a una olla con agua hirviendo con la finalidad de
qgue las hojas sean tratadas con vapor de agua el cual elimina su toxicidad,

(tiempo de desinfeccion 30 segundos).

Oreado: se realiza para eliminar el exceso de agua y facilitar el secado de las

hojas.

Secado: Las hojas ya oreadas y desinfectadas se colocan en un secador solar a

una temperatura de 25°C, por un periodo de 15 dias.
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Pesado: operacion que permitira evaluar el rendimiento del proceso.
Molienda: Para reducir el tamafio de particula.

Tamizado: para uniformizar el tamafio de particula que se colocara en el filtrante

y mejorar la calidad del producto.

Envasado: previa evaluacion de la dosificacion. Uso de papel filtro y el sellado
manual.

Empacado: en papel con su respectiva informacién y forma de preparacion.

Almacenamiento: a temperatura ambiente y en un lugar fresco.

Todas estas etapas son ilustradas en la siguiente figura.
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Tamizado

U

Envasado v empacado

Figura 1. Etapas para la elaboracion de un filtrante, sugerido por Inostroza y Rubio (2017).
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1.4. Infusidn

Las infusiones son productos liquidos que se obtienen introduciendo una
sustancia orgéanica, por lo general, de origen herbal, en agua caliente para que
gueden en ésta sus partes solubles. El consumo de infusiones tiene su origen
hace miles de afios en diversas partes del mundo. Preparados calientes con
ingredientes herbales han sido utilizados como instrumentos contra el frio y
dolencias de la mas diversa indole. En el Pera se producen a nivel artesanal
diversas bebidas calientes, las cuales por lo general se usan con fines
medicinales. Bebidas tales como la ufia de gato, la emoliente, el naranjo, el boldo,
el anis, la manzanilla, la hierba luisa, etc., son comercializadas en la actualidad
a nivel nacional. Sin embargo, el uso que le da el consumidor a estos productos
tiene dos caracteristicas principales: son consumidos calientes- son utilizados

con fines medicinales (Vera, 2013).

En el Perd, las infusiones han sido tradicionalmente percibidas como bebidas
funcionales. Segun Carou y Fontela (2006) definieron que las bebidas
funcionales son aquellas a las cuales se les atribuyen efectos saludables
positivos mas alla de su valor nutritivo. Ademas, el Perd es un pais con altos
niveles de automedicacién; los consumidores con poco o0 nulo acceso a servicios
de salud tratan sus enfermedades directamente usando productos e ingredientes
naturales. Por ello, los tés herbales medicados son bien percibidos y tienen un
alto nivel de consumo. La diversidad botanica del Pert es muy amplia y un alto

porcentaje de ésta tiene uso en la medicina tradicional.
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Segun Vera (2013) en Peru existe una serie de infusiones calientes que son

consumidas, tales como:

- Ufa de gato (uncaria tomentosa): artritis, Ulceras, cancer, circulacion y

diversas aplicaciones.
- Manzanilla (matricaria chamomilla): digestivo y relajante.

- Anis (pimpinella anisum): digestivo y para célicos uterinos 0 menstruaciones

dolorosas.
- Hoja de naranjo (citrus sp.): Relajante.

- Boldo (peumus boldus): digestivo y desinflamante. — Chanca piedra
(phyllantus niruri): Riflones y calculos renales. — Valeriana (valeriana

officinalis): Tranquilizante.
- Hierba luisa (cymbopogon citratus): digestivo, antigripal y antiflatulento.
- Orégano (origanum vulgare): para dolores estomacales y colicos de ovarios.

- Menta (mentha spicata): digestivo y saborizante. — Toronjil (melissa oficinalis):

Digestivo y calmante.
— Emoliente (Preparado de diversas hierbas): problemas renales y biliales.
- Teé (camellia sinensis): propiedades antioxidantes.

Infusién es el proceso de extraccibn de compuestos quimicos o sabores de
material vegetal en un disolvente tal como agua, aceite o alcohol, al permitir que
el material permanezca suspendido en el disolvente en el tiempo (a menudo
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llamado un proceso de remojo). Una infusidn es un proceso quimico muy simple
gue se usa con plantas que son volatiles y se disuelven facilmente, o liberan sus
ingredientes activos facilmente, en agua, aceite o alcohol. Los botanicos se secan
tipicamente hierbas, flores o bayas. El liquido se hierve tipicamente (o
presentada a otra temperatura adecuada) y después se vierte sobre la hierba,
gue después se deja reposar en el liquido durante un periodo de tiempo. El
liquido puede después ser filtrado o las hiervas eliminadas del liquido, a menos
gue la infusion se va a consumir de inmediato, entonces puede ser embotellado

y refrigerado para su uso futuro (Inostroza y Rubio, 2017).

1.5. Anédlisis sensorial de los Alimentos

El analisis sensorial es la disciplina cientifica utilizada para evocar, medir analizar
e interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas de alimentos y otras
sustancias, que son percibidas por los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y

oido (Hernandez, 2005).

El analisis sensorial es una ciencia multidisciplinaria en la que se utilizan
panelistas humanos que utilizan los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido
para medir las caracteristicas sensoriales y la aceptabilidad de los productos
alimenticios, y de muchos otros materiales. No existe ningun otro instrumento que
pueda reproducir o reemplazar la respuesta humana; por lo tanto, la evaluacion
sensorial resulta un factor esencial en cualquier estudio sobre alimentos. El

analisis sensorial es aplicable en muchos sectores, tales como desarrollo y
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mejoramiento de productos, control de calidad, estudios sobre almacenamiento

y desarrollo de procesos (watts et al., 1992; Acierta, 2016).

La evaluacion sensorial se ha definido como un método cientifico utilizado para
evocar, medir, analizar e interpretar esas respuestas a los productos percibidos
a través de los sentidos de la vista, el olfato, el tacto, el gusto y el oido (Stone y
Sidel, 2004). Esta definicibn ha sido aceptada y respaldada por comités de
evaluacion sensorial dentro de varias organizaciones profesionales como el
Instituto de Tecndlogos de Alimentos y la Sociedad Estadounidense de Pruebas
y Materiales. Los principios y practicas de la evaluacidén sensorial involucran cada
una de las cuatro actividades mencionadas en esta definicion. Considere las
palabras "evocar". La evaluacidn sensorial proporciona pautas para la
preparacion y el servicio de muestras bajo condiciones controladas, de modo que

se minimicen los factores de predisposicién (Lawless y Heymann, 2010).

Luego, considere las palabras "medir". La evaluacion sensorial es una ciencia
cuantitativa en la que se recopilan datos numéricos para establecer relaciones
licitas y especificas entre las caracteristicas del producto y la percepcion
humana. Los métodos sensoriales se basan en gran medida en las técnicas de
investigacién del comportamiento para observar y cuantificar las respuestas
humanas. Por ejemplo, podemos evaluar la proporcion de veces que las
personas pueden discriminar los pequefios cambios de productos o la proporcion
de un grupo que expresa una preferencia por un producto sobre otro. Otro
ejemplo es hacer que las personas generen respuestas numéricas que reflejen
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su percepcion de cuan fuerte puede saborear u oler un producto (Lawless y

Heymann, 2010).

El tercer proceso en la evaluacion sensorial es el analisis. El analisis apropiado
de los datos es una parte critica de las pruebas sensoriales. Los datos generados
por los observadores humanos a menudo son muy variables. Existen muchas
fuentes de variacion en las respuestas humanas que no se pueden controlar por
completo en una prueba sensorial. Los ejemplos incluyen el estado de animo y
la motivacion de los participantes, su sensibilidad fisiolégica innata a la
estimulacién sensorial, y su historial y familiaridad con productos similares. Si
bien es posible que se realicen algunas pruebas de deteccion de estos factores,
es posible que solo estén parcialmente controladas, y los paneles de humanos
son, por naturaleza, instrumentos heterogéneos para la generaciéon de datos

(Lawless y Heymann, 2010).

Para evaluar si las relaciones observadas entre las caracteristicas del producto y
las respuestas sensoriales son probablemente reales, y no simplemente el
resultado de una variacién descontrolada de las respuestas, los métodos de las
estadisticas se utilizan para analizar los datos de evaluacién. De la mano con el
uso de analisis estadisticos apropiados, se trata de utilizar un buen disefio
experimental, de modo que las variables de interés se investiguen de forma tal

gue permitan sacar conclusiones sensatas (Lawless y Heymann, 2010).
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El cuarto proceso en la evaluacion sensorial es la interpretacion de los resultados.
Un ejercicio de evaluacidon sensorial es necesariamente un experimento. En los
experimentos, los datos y la informacion estadistica solo son atiles cuando se los
interpreta en el contexto de hipétesis, conocimientos previos e implicaciones para
las decisiones y acciones que deben tomarse. Deben sacarse conclusiones que
son juicios razonados basados en datos, analisis y resultados. Las conclusiones
involucran la consideracion del método, las limitaciones del experimento y el

contexto y el marco contextual del estudio (Lawless y Heymann, 2010)

Los especialistas en evaluacion sensorial se convierten en algo mas que simples
conductos para los resultados experimentales, pero deben contribuir con
interpretaciones y sugerir cursos razonables de accion a la luz de los numeros.
Deben ser socios plenos con sus clientes, los usuarios finales de los resultados
de las pruebas, para guiar futuras investigaciones. El profesional de la evaluaciéon
sensorial se encuentra en la mejor situacion para comprender la interpretacion
adecuada de los resultados de las pruebas y las implicaciones para la percepcion
de los productos por parte del grupo mas amplio de consumidores, para quienes
los resultados pueden generalizarse. El especialista sensorial comprende mejor
las limitaciones del procedimiento de prueba y cuales son sus riesgos y

responsabilidades (Lawless y Heymann, 2010).
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1.5.1. Sabor y el sentido del gusto. El sabor se percibe mediante el sentido
del gusto, el cual posee la funcidn de identificar las diferentes sustancias
guimicas que se encuentran en los alimentos. El gusto se define como las
sensaciones percibidas por los receptores de la boca, especificamente
concentrados en la lengua, aunque también se presentan en el velo del paladar,
mucosa de la epiglotis, en la faringe, laringe y en la garganta. Los Organos
receptores para la sensacion del sabor, son los llamados botones gustativos que
se encuentran en las papilas gustativas de la lengua, aunque también existen
algunos en la superficie del paladar suave, amigdalas, faringe y laringe (Espinosa,

2007).

A partir de estudios fisiol6gicos se piensa que existen cuatro sensaciones sapidas
primarias: dulce, salado, acido y amargo, constituyendo estos los cuatro
sabores basicos. El sabor dulce se percibe con mayor intensidad en la punta de
la lengua, zona donde se encuentran las células receptoras que detectan los
azucares, glicoles, aldehidos, cetonas, aminas, esteres, alcoholes o sustancias
de naturaleza organica que estan presentes en los alimentos; el sabor salado y
acido se percibe en los bordes anteriores y posteriores respectivamente, donde
los receptores son estimulados por sales ionizadas o por los hidrogeniones de
las sustancias acidas. El sabor amargo se detecta fundamentalmente en la parte
posterior o base de la lengua, donde se encuentran los receptores de las
sustancias organicas de cadena larga que contienen nitrégeno en su molécula y
alcaloides como la quinina (Acieta, 2016; Espinosa, 2007).
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Se ha demostrado que existen diversos factores que inciden en la deteccion de
los sabores, entre los que se encuentran: la edad debido a su asociacion con los
gustos y preferencias de ciertos alimentos y a que las papilas gustativas se
generan y degeneran con el tiempo, por lo que el umbral de deteccion e
identificacion puede variar. Los regionalismos en cuanto a los alimentos y su
forma de consumo también son causantes de preferir unos sabores a otros,
influyendo ello en la sensibilidad del gusto, ademés el habito de fumar y la
ingestion de productos que contienen cafeina pueden ocasionar una disminucion
marcada en la percepcién de algunos sabores, como el amargo. El sexo segun
criterio de especialistas en la tematica influye en la percepciéon del sabor dulce,
provocando que las personas del sexo femenino posean un umbral mas bajo

(Acieta, 2016; Espinosa, 2007).

1.5.2. Olor y el sentido del olfato. El olor desempefia un papel muy importante
en la evaluacion sensorial de los alimentos, sin embargo, su identificacion y las
fuentes de las que provienen son muy complejas y ain se desconocen muchos
aspectos de este campo. El olor de los alimentos se origina por las sustancias
volatiles que cuando se desprenden de ellos pasan por las ventanas de la nariz
y son percibidos por los receptores olfatorios. Los seres humanos disponen de
unos 1,000 receptores conocidos que parece ser que distinguen unos 10,000
olores distintos, sin embargo, a veces el mecanismo olfatorio no funciona
adecuadamente y se produce una significativa pérdida de la capacidad olfativa o
ausencia total de la facultad de oler, debido a varios factores como son: edad,
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infecciones virales, alergias, consumo de ciertos farmacos, entre otros. Dicha
anomalia se conoce con el nombre de anosmia (Acieta, 2016; Espinosa, 2007).

1.5.3. Colory el sentido de la vista. La importancia del color en la evaluaciéon
sensorial se debe fundamentalmente a la asociacién que el consumidor realiza
entre este y otras propiedades de los alimentos, por ejemplo, el color rojo se
asocia al sabor fresa, el verde a la menta, etc., demostrandose ademas que en
ocasiones s por la apariencia y color del alimento un consumidor puede aceptarlo
o rechazarlo. EI mecanismo de percepcion sensorial del color tiene su origen en
el ojo humano, el cual se encuentra situado en una cavidad 6sea del craneo
llamado Orbita y posee tres capas distintas la capa exterior protectora llamada
ESCLEROTICA, la capa media nutritiva es la COROIDEA y la capa mas interna
sensible a la luz denominada RETINA, que contiene los elementos nerviosos
cuyas fibras se transmiten finalmente al nervio Optico, siendo esta la porcion

receptiva del ojo (Acieta, 2016; Espinosa, 2007).

Los receptores sensitivos que se encuentran en la retina son los bastones y los
conos, los primeros funcionan con luz tenue sin detectar diferencias en la longitud
de onda; por lo que no poseen percepcion para los colores croméaticos, teniendo
solamente percepcion para los colores neutros o acromaticos (blanco, gris,
negro), ademas son los responsables de la forma y tamafio de los objetos Los
conos funcionan con luz intensa y son calificados de rojo, verde y azul, debido a
que las proteinas que contienen responden selectivamente a diferentes
longitudes de onda de la luz. Las adsorciones de los pigmentos en las tres
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variedades de este con un color determinado. Al igual que en el resto de las
caracteristicas organolépticas existen una serie de factores que inciden en la
percepcion de los colores, como son: la edad de los observadores como un
aspecto fundamental, y las alteraciones fisiologicas que afectan la retina del ojo
humano, existen individuos que pierden la percepcién en la proporcién adecuada
de los colores primarios, por lo que presentan ceguera para uno o varios de estos
(Acieta, 2016; Espinosa, 2007).de conos, se producen a valores maximos a 430,

535y 575 nm respectivamente (Espinosa, 2007).

La evaluacién del color en los alimentos es de vital importancia, tanto es asi que,

en la mayoria de las evaluaciones de un producto, el consumidor asocia el sabor.

1.5.4. Los Jueces en la evaluacion sensorial. Segun Espinosa (2007) se
distinguen dos tipos de jueces: jueces analiticos y jueces afectivos. El Juez
analitico es el individuo que entre un grupo de candidatos ha demostrado una
sensibilidad sensorial especifica para uno o varios productos. Es necesario tener
en cuenta algunos aspectos personales de los jueces analiticos entre los que se

encuentran los siguientes:

- Edad. Como representante de la poblacion en general se consideran las
personas entre 18 y 50 aflos de edad, pues se supone que sus organismos
han logrado un desarrollo Optimo, tanto desde el punto de vista fisioldgico

como cultural.
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- Sexo. Es aconsejable que las comisiones de evaluacién sensorial estén
formadas por individuos de ambos sexos, evitando asi las variables debidas

a este factor.

- Estado de salud. Los jueces analiticos no deben presentar ninguna
enfermedad, bien sea esta de tipo organica o psiquica, pues se altera su
capacidad perceptiva y su atencién. Las personas que padecen afecciones

respiratorias o visuales crénicas no pueden ser utilizadas.

- Caracter y responsabilidad. El juez tiene que ser honesto, confiable y cuando
trabaja en grupo; no ser ni demasiado pasivo ni muy dominante en su actitud.
Debe mostrar preocupacion e interés en la prueba que esta realizando, siendo

puntual, receptor y fiel al procedimiento solicitado.

- Afinidad con el material objeto de prueba. Los jueces analiticos no pueden
emplearse cuando presenten un franco rechazo al material que se estudia,
por ejemplo, no podra participar en una prueba con chocolate, la persona a
quien este producto cause alergia o una sensacion de malestar fisico. No es
fundamental que cada juez considere cada muestra agradable lo decisivo es
gue evalle las muestras con cuidado y objetividad. Tampoco deben
considerarse las personas que sienten una preferencia excesiva sobre el

producto a evaluar.

- Disponibilidad. Las personas que no disponen del tiempo necesario para
participar en las actividades que requiere la evaluacion sensorial no deben ser
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catadores, ya que la habilidad y destreza de los mismos solo puede lograrse con
una participacion constante en las diferentes sesiones de cata. Ademas, una vez
conformada la Comision de Evaluacion Sensorial el grupo acta como un
instrumento de medicién, por lo que la presencia de todos los integrantes de la

misma es de vital importancia.

En cuanto al juez afectivo, es el individuo que no tiene que ser seleccionado ni
adiestrado, son consumidores escogidos al azar representativo de la poblacion a
la cual se estima esté dirigido el producto que se evalla. El objetivo que se
persigue al aplicar una prueba de evaluacion sensorial con este tipo de juez, es
conocer la aceptacion, preferencia o nivel de agrado que estas personas tienen
con relacion al alimento evaluado. Las pruebas con consumidores pueden
realizarse en un supermercado, una escuela, centro de trabajo, etc. Si se decide
hacerla a los vecinos en su casa, debe consultarse cuél es la hora més
conveniente para efectuar la visita, teniendo en cuenta ademas el criterio de cuél
es el horario mas adecuado para realizar dichas evaluaciones. EI nUmero de
participantes en cada prueba debe ser grande para minimizar la variacion propia
de la subjetividad de las respuestas y solo aparezcan las diferencias mas

importantes del producto sujeto al estudio.

Por lo general, los jueces afectivos son personas tomadas al azar, ya sea en una
calle, en una tienda, escuela, etc. El jurado puede estar conformado por no

menos de 80 (IFT, 1964), de 30 segun Ellis (1961) y ASTM (1968) citados por
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Anzaldda-Morales (1994), y de 40 segun Anzaldua-Morales (1994). Sin embargo,
un numero de 30 parece ser el minimo necesario para que la evaluacion de sus

apreciaciones tenga validez estadistica (Urefia et al., 1999).

1.5.5. Pruebas afectivas. Una prueba afectiva surge debido a la alta variabilidad
de las preferencias individuales y, por lo tanto, a la necesidad de compensar con
un mayor numero de personas para asegurar el poder estadistico y la sensibilidad
de la prueba. Esto también brinda la oportunidad de buscar segmentos de
personas a quienes les gusten diferentes estilos de un producto, por ejemplo,
diferentes colores o sabores. También puede brindar la oportunidad de buscar
informacion de diagnostico sobre las razones por las que le gusta o no le gusta

un producto (Lawless y Heymann, 2010).

Las pruebas afectivas se realizan con personas no seleccionadas ni entrenadas,
las que constituyen los denominados jueces afectivos. Los mismos en la
mayoria de los casos se escogen atendiendo a que sean consumidores reales o
potenciales del producto que se evalla, pudiendo tener en cuenta situaciones
econdémicas, demogréficas, entre otros aspectos. Las pruebas afectivas se
emplean en condiciones similares a las que normalmente se utilizan al consumir
el producto, de ahi que puedan llevarse a cabo en supermercados, escuelas,
plazas, etc. Los resultados que de las mismas se obtienen siempre permitiran
conocer la aceptacion, rechazo, preferencia o nivel de agrado de uno o varios

productos por lo que es importante que las personas entiendan la necesidad de
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emitir respuestas lo mas reales posibles. El cuestionario a emplear es otro
elemento que debe ser analizado con rigor, para evitar que este introduzca
errores en los resultados obtenidos. EI mismo no debe ser muy extenso para
evitar fatiga en los jueces o rechazo a realizar la prueba, ademas debe ser facil
de responder, redactarse de manera clara con preguntas de facil comprension y

con impresion legible (espinosa, 2007).

Segun espinosa las pruebas afectivas se clasifican en pruebas afectivas de
aceptacion, preferencia y escalares. En la primera se encuentra la prueba de
muestra simple; en la segunda se encuentra la prueba pareada y de
ordenamiento y; por ultimo, dentro de las escalares, se encuentra la escala

hedonica y escala de actitud.

En cuanto a la prueba de ordenamiento- ranking, las muestras son presentadas
a la vez que sean ordenadas por el juez de acuerdo, en este caso, al grado de
preferencia que asigne a cada muestra segun el analisis de un determinado
atributo, (color, sabor, etc), pudiéndose hacer a continuacion, con la misma
muestra como ejemplo, otro andlisis utilizando diferente atributo (acidez,
viscosidad, etc.), exigiéndosele que necesariamente otorgue una posicion para
cada muestra. El nUmero total de muestras ensayadas depende de la capacidad
de atenciéon y memoria del sujeto, asi como de sus condiciones filosoéficas, el

formato de calificacion es como se muestra en la siguiente figura.
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Nombre del JUBZ: ...
O e

Ordene las cuatro muestras presentadas, de acuerdo a su preferencia, para lo
cual debera poner el cédigo de cada muestra secuencialmente de izquierda a
derecha conforme aumente su preferencia.

Ensayo Muestras ordenadas de menor a mayor
preferencia

De sabor ) )
De color , )

De aroma , '

Comentario:

Figura 2. Formato de evaluacion de ordenamiento segun preferencia. Tomado de Aceita (2016).

Para el andlisis estadistico de la prueba de ordenamiento, se aplica un ANOVA
para el analisis de varias muestras relacionadas. Generalmente esta prueba es
usada en problemas donde se presenta varias muestras relacionadas que
provienen de un experimento disefiado para detectar diferencias entre
tratamientos (k>2), especialmente cuyo disefio experimental es un DBCA (Urefa

et al., 1999)

Las k unidades experimentales dentro de un bloque se comparan aleatoriamente
con los k tratamientos administrados por una sola vez dentro de cada blogue. De

esta manera los tratamientos pueden compararse uno con otro sin obtener
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grandes efectos no deseables que pueden confundir los resultados de la
experimentacion. EI nimero total de bloques usados es denotado por n, siendo

n>1.

Muchas veces se asocia el concepto de lo que se es un disefio de bloque
completo aleatorizado (DBCA) con los métodos paramétricos ya conocidos,
donde se prueba la hipétesis nula de que no existen diferencias significativas
entre tratamientos mediante un Analisis de Varianza. Sin embargo, también este
disefio experimental tiene una gran aplicacion cuando se desarrolla métodos no
paramétricos donde se estudia una gama de rangos o valores provenientes de

analisis como los obtenidos de pruebas de ordenamiento.

En cuanto a las pruebas heddnicas, estan destinadas a medir cuanto agrada o
desagrada un producto. Para estas pruebas se utilizan escalas categorizadas,
gue pueden tener diferente nimero de categorias y que comunmente van desde
"me gusta muchisimo”, pasando por "no me gusta ni me disgusta”, hasta "me

disgusta muchisimo".

A los panelistas se les pide evaluar muestras codificadas de varios productos,
indicando cuanto les agrada cada muestra, en una escala de 9 puntos. Para ello
los panelistas marcan una categoria en la escala, que va desde "me gusta
muchisimo" hasta "me disgusta muchisimo". En esta escala permitido asignar la

misma categoria a mas de una muestra.
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Para el analisis estadistico de los datos recolectado en una prueba hedonica,

las categorias se convierten en puntajes numéricos del 1 al 9, donde 1 representa
"disgusta muchisimo" y 9 representa "gusta muchisimo". No obstante, Watss et

al., (1992) sugiere una escala de 7 puntos, donde 1 representa "disgusta

muchisimo” y 7 representa "gusta muchisimo" (ver figura 3). Los puntajes

numeéricos para cada muestra, se tabulan y analizan utilizando analisis de

varianza (ANOVA), para determinar si existen diferencias significativas en el

promedio de los puntajes asignados a las muestras.

Para la muestra recibida de bebida marque con una (x) sobre la
escala segun su aceptacion.

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente
Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

Figura 3. Formato para la prueba heddnica de preferencia. Tomado de Watss et al., (1992).
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ll. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se desarroll6 en la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, en las

instalaciones de los Laboratorios de la Facultad de Ingenieria Quimica e

Industrias Alimentarias, Lambayeque- Pera.

2.1. Materiales, reactivos y equipos

2.1.1. Materiales de vidrio

Matraces aforados de 250 ml.
Matraz Kjeldahl.
Bureta fina.

Probetas de 10 ml, 25 mly 50 ml.

Vasos de precipitacién 100, 200 ml.

Baguetas.
Balones de vidrio.
Embudos de vidrio

Micro Pipeta

2.1.2. Otros materiales

Bolsitas Filtrantes.

Cuchillo.

Morteros de porcelanay pilones.
Crisoles de porcelana.

Bolsas flexibles.

Gradillas.
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Espatulas.

Agitadores magnéticos.
Marcador indeleble.
Cuchara de palo.

Papel aluminio

2.1.3. Equipos

Bafio maria, Tom’s Tech Group, provisto de un termostato, USA.
Mufla.

Balanza analitica.

Cocina a gas.

Horno.

Espectrofotbmetro

2.1.4. Reactivos y Equipos

Folin-Ciocalteu
carbonato de sodio
agua desionizada
acido galico
Reacctivo DPPH
Metanol al 80%

Trolox.
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2.2. Metodologia experimental

En la siguiente tabla se muestra un resumen de la metodologia experimental,

variables de estudio y técnicas de recoleccion de datos para lograr los objetivos

del presente trabajo.

Tabla 3

Resumen de la Metodologia y variables de estudio para lograr los objetivos del

presente trabajo

Disefio experimental y

Objetivos Variables de estudio técnicas de recoleccion
de datos
OEL1: e Valor caldrico (Kcal)
Caracterizar e Humedad (%)

mediante anélisis

0,
fisicoquimicos los * Grasa (%)

tres estadios de * Proteina (%)
las  hojas de e Carbohidratos (%)
lanche (i-hoja e Ceniza (%)

nueva o brote, ii-
hoja semi-madura
y iii-hoja madura).

e Fibra (%)

OE2: Comparar Variable de entrada:

los tres estadios e Estadios de las hojas de
de hojas de lanche.

lanche respecto

al contenido de Variables respuesta:

fenoles Y e Cantidad de fenoles
actividad totales.

antioxidante. e Nivel de actividad

antioxidante.

Métodos oficiales de la
AOAC internacional

Disefio Completamente al
Azar (DCA).
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Continuacién de tabla 3

OE3: Determinar Variables de entrada
el estadio y el e Estadios de las hojas de

peso del filtrante lanche.
S(reeferenciamayor e Peso de las hojas de Eisel‘ﬁo Factorial ?(‘)3

; ' lanche en el filtrante (q). valuacion por JUECES
medmntg (9) afectivos utilizando una
evaluacion Variables respuesta escala heddnica
sensorial de la
bebida obtenida a

partir del filtrante. Aceptabilidad global

Elaboracion propia (2018).
Para obtener el filtrante a partir de las hojas de lanche se sigui6 el diagrama de

flujo que se muestra en la figura 4.

En cuanto a la descripcion del proceso, la recoleccion de las hojas de lanche,
consiste en extraer las hojas del lanche considerando los indicadores de calidad.
Recepcion de las hojas, consiste en el ingreso y control de las hojas al lugar de

elaboracion.

El pesado se realizé con el fin de evaluar el rendimiento del proceso. En la
seleccion - clasificacién, se buscé seleccionar las particulas extrafias (palos,
otras hierbas, etc.) y clasificar las hojas q se encuentran en buen estado para el

proceso.

El Lavado y Desinfeccién, se realizd con agua potable y la desinfeccion a
50ppm con hipoclorito de sodio. El oreado, consistié en eliminar el agua que se
encuentra en las hojas. El secado, es el deshidratado de las hojas, se realizé en
un secador solar a temperatura ambiente, hasta obtener una humedad del 8%.

La molienda, consistid en triturar las hojas desecas. Finalmente, el envasado,
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consistié en pasar las hojas secas-trituradas en papeles filtros con sus envolturas

y en sus respectivas cajas.

Figura 4. Flujograma le elaboracion de filtrantes, tomado de Vulcano Tecnologia Aplicada

E.LR.L. (2016).

Recepcion de las hojas

U

Pesado

-

Seleccidon — Clasificacion

-

Lavado — Desinfeccion

-

Oreado

-

Secado

-

Molienda

-

Envasado

T° ambiente
Hasta humedad: 8%
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Para determinar el contenido de Humedad, Grasa, Proteina, Carbohidratos,
Ceniza y Fibra se utilizaron los métodos de ensayo oficiales de la AOAC
Internacional. Asimismo, a partir de estos datos de calcul6 el valor calérico y

nutritivo de los tres estadios de las hojas de lanche.

Para determinar y comparar el nivel de fenoles totales y actividad antioxidante en
tres estadios de las hojas de lanche, se utilizé un Disefio Completamente al Azar
(DCA) como se muestra en la siguiente tabla 4. Cabe indicar que, los tres
estadios son: i) hoja nueva o brote, ii) hoja semi-madura vy iii) hoja madura. En
cuanto a los métodos de ensayo utilizados para determinar el nivel de fenoles

totales y actividad antioxidante se detallan en los anexos 1y 3 respectivamente.

Tabla 4
Disefio Completamente al Azar para la comparacion de fenoles totales y actividad

antioxidante en las hojas de lanche

Estado fisiolégico de las hojas de lanche

Estadio i Estadio ii Estadio iii

(T1) (T2) (T2)

R1,1 R2,1 R3,1
Repeticiones R1,2 R2,2 R3,2

R1,3 R2,3 R3,3

T: tratamiento. R: repeticion. Elaboracion propia (2018).

En la tabla precedente se muestra el DCA utilizado, donde las variables de

estudio son:
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Variable de entrada:

Estadios de las hojas de lanche.

Variables respuesta:

Cantidad de fenoles totales.
Nivel de actividad antioxidante.

La medicion de cada variable respuesta, fue por triplicado, se determind el
promedio y la desviacidbn estandar respectivamente. Los datos fueron

interpretados mediante un Analisis de Varianza (ANOVA) y prueba de Tukey.

Por otra parte, para determinar el peso de las hojas de lanche en el filtrante y
estadio de mayor preferencia, se elabor6 nueve tratamientos de bebida- infusién
obtenida a partir de distintos filtrantes respecto al peso y estadio de las hojas de
lanche. Los nueve tratamientos fueron obtenidos utilizando el mismo tiempo de

inmersion (5 minutos) de los distintos filtrantes en agua a temperatura de 93 °C.

Se utilizé un disefio factorial 3x3 como se muestra en la siguiente tabla.
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Tabla b

Disefio factorial 3x3, para determinar el peso de las hojas de lanche en el

filtrante y estadio de mayor preferencia

Estado fisioldgico de las hojas de lanche

Estadio i Estadio ii Estadio iii
Cantidad de Peso1: 0,99 T1 T2 T3
hojas de
lanche en el Peso 2: 1 g Ta Ts Te
filtrante (Q)
Pesos: 1,19 T7 Ts To

T: tratamientos. Elaboracién propia (2018)

Las variables estudiadas en este caso fueron las siguientes:

Variables de entrada

- Estadios de las hojas de lanche.

- Peso de las hojas de lanche en el filtrante (Q).

Variable respuesta

- Sabor
- Color
- Olor

- Aceptabilidad global.
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Los 9 tratamientos indicados en la tabla 5, fueron evaluados por 30 jueces
afectivos utilizando una escala hedonica que se muestra en el Anexo 5. A los
resultados se aplico un ANOVA y una prueba de Tukey para observar las
diferencias significativas entre los tratamientos y determinar el de mayor

preferencia.
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. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Caracterizacion fisicoquimica de las hojas de lanche

En la siguiente tabla se muestra los resultados promedios de Valor caldrico,
humedad, grasa, proteina, carbohidratos, ceniza y fibra en los tres estadios de
las hojas de lanche recolectadas para elaborar el filtrante. Cabe mencionar que

los métodos de ensayo utilizados se detallan en Anexo 12.

Tabla 6

Resultados de la composicion fisicoquimica de los tres estadios de hojas de

lanche

Componente Estadio i Estadio ii Estadio iii
Valor caldrico (Kcal) 103,88 128.00 180,80
Humedad (%) 72,25 66,15 52,70
Grasa (%) 1,30 1,50 1,50
Proteina (%) 3,19 3,99 4,78
Carbohidratos (%) 21,66 27,66 39,87
Ceniza (%) 0,60 0,70 0,70
Fibra (%) 3.00 3,25 3,50

Estadio i: hojas nuevas, Estadio ii: hojas semimaduras y Estadio iii: hojas maduras.
Elaboracion propia (2018).

Analizando los resultados de la tabla precedente, se observa diferencias
principalmente de los tres estadios en lo que respecta al valor calérico, proteina,
carbohidratos y fibra, siendo las hojas de estadio i de mayor cantidad. No
obstante, es importante observar que las hojas de estadio iii tienen menor

humedad.
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3.2. Caracterizacion fitoquimica de las hojas de lanche

En la siguiente tabla se muestran los resultados del contenido de fenoles totales
en los tres estadios de hojas de lanche utilizadas para la obtencién del filtrante.
Se muestran las tres repeticiones, el promedio de los datos y su respectiva
desviacion estandar.

Tabla 7

Resultado de la determinacion de fenoles totales (mg/L acido galico) en los tres
estadios de las hojas de lanche utilizadas para obtencion del filtrante

Hojas de

I Repeticiones Promedio

anche

Estadio i 1016,250 992,500 1003,750 1004,167 +11,880
Estadio ii 1290,000 1308,750 1385,000 1327,917 +50,317
Estadio iii 1302,500 1381,250 1518,750 1400,833 +109,447

Elaboracion propia (2018).

Segun el ANOVA realizado a los datos de la tabla precedente, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de fenoles de un nivel de
estadio y otro, con un nivel del 95 % de confianza. Los detalles del ANOVA se

muestran en el Anexo 6.

Por otra parte, de acuerdo a la prueba de Tukey, existe diferencia significativa
entre las medias de fenoles totales presentes en las hojas de lanche de estadio |
(brotes) y estadio ii (hojas seme-maduras), con un nivel del 95.0% de confianza.

Asimismo, existen diferencias significativas entre las hojas de estadio i (brotes) y
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estadio iii (hojas maduras). Los detalles de la prueba de Tukey se muestran en

el Anexo 7.

La siguiente figura de medias, ilustra las diferencias significativas de contenido
de fenoles totales presentes en las hojas de lanche del estadio i y estadio ii.
Asimismo, entre el estadio i y estadio ii, ya que en estos pares de tratamientos
no se presenta una superposicién horizontal de las cajas que representan las
medias. También se observa que, las hojas de estadio ii (hojas maduras)
presentan mayor promedio en cuanto al contenido de fenoles totales. No
obstante, la cantidad promedio de fenoles totales en las hojas del estadio iii, no
es estadisticamente diferente a la cantidad determinada en las hojas del estadio

ii (hojas semi-maduras).

Medias y 95.0% de Fisher LSD

T 1

1530

1430

1330

1230

FENOLES

1130

1030

930

El E2 E3
ESTADIO

Figura 5. llustracion de las medias de fenoles totales por estadio de hojas de Lanche. Elaboracion

propia (2018).
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La cantidad de fenoles totales determinados (en este estudio) en las hojas de
lanche (Tabla 7) es similar a la cantidad de fenoles totales presentes otras hierbas
utilizadas comunmente para filtrantes comerciales. Mercado et al., (2013) obtuvo
los siguientes resultados en la determinacion de fenoles totales en funcion de
acido galico (AG): en anis (450 — 4190 mg de AG), té verde (1300- 1800 mg AG).
Por otra parte, comparado con otras hierbas la cantidad resulta similar, menor y
mayor: romero (1300 — 1377 mg AG), Orégano (912 mg de AG), Laurel (9200 mg

de AG), tomillo (23-285 mg de).

En la siguiente tabla se muestran los resultados de la actividad antioxidante en
los tres estadios de hojas de lanche utilizadas para la obtencién del filtrante. Se
muestran las tres repeticiones, el promedio de los datos y su respectiva
desviacion estandar.

Tabla 8

Resultado de la determinacion de la actividad antioxidante (m Meq. Trolox/ml)

en los tres estadios de las hojas de lanche utilizadas para obtencién del filtrante

I'::]jfsede Repeticiones Promedio

Estadio i 0,00364 0,00356 0,00366 0,00362 +0,0001
Estadio ii 0,00368 0,00368 0,00367 0,00368 +0,0000
Estadioiii  0,00386 0,00372 0,00378 0,00379 +0,0001

Elaboracion propia (2018).
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Segun el ANOVA realizado a los datos de la tabla precedente, no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de la actividad
antioxidante de un nivel de estadio y otro, con un nivel del 95 % de confianza.

Los detalles del ANOVA se muestran en el Anexo 8.

La siguiente figura de medias, ilustra la no existencia de diferencias significativas
de la actividad antioxidante presentes entre los estadios de hojas de lanche. En
la figura se observa una superposicidén horizontal entre las cajas que representan

las medias de cada estadio.

Medias y 95.0% de Fisher LSD

(X 0.0001)
39 =

38 — —

37— —

36— —

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

35 —
E1l E2 E3
ESTADIO

Figura 6. llustracién de las medias de la actividad antioxidante determinadas por estadio de hojas

de Lanche. Elaboracion propia (2018).

Si bien no se cuenta con informacién de la actividad antioxidante de las hierbas
utilizadas en filtrantes comerciales, podemos comparar nuestros resultados con
la actividad antioxidante del zumo de pomelo rosa (0,003 m Meq. Trolox/ml)
determinado por Toh et al., (2012), lo cual resulta similar. No obstante, resultan
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menores si comparamos con la actividad antioxidante del café como bebida.

Naranjo et al., (2011) determinaron la actividad antioxidante de bebidas obtenidas

de varias muestras de café, reportando valores que van desde 0,01878 — 0,02133

mMeq. Trolox/ml.

3.3. Resultados de la evaluaciéon sensorial

Tabla 9

Resultados de evaluacion sensorial del sabor de la bebida obtenida a partir de

diferentes pesos y estadios de hojas de lanche

Estado fisioldgico de las hojas de lanche

Peso
de
hojas
de
lanche
en el
filtrante

9)

Peso1:0,9¢g

Peso2:1g

Pesos: 1,19

Estadio i:
Hojas nuevas
0
brotes

3,2 +0,851

4,0 +1,61@

4,6 +0,66

Estadio ii:
Hojas semi-
maduras

40 +0,56 @

52 *0,96 ®

6,2 +0,62®

Estadio iii:

Hojas

maduras

+1,190

+1,26 ©®

+0,50©

Elaboracion propia (2018). (1): Tratamiento 1.

Lo resultados de la tabla procedente son el promedio de las calificaciones de 30

jueces afectivos a los 9 tratamientos ensayados (ver Anexo 9) respecto al atributo

sensorial del sabor. Como se menciono en la parte metodolégica de este trabajo,
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se utiliz6 una escala hedonica, donde los valores su ubican de la siguiente

manera:

e Me gusta extremadamente: 7
e Me gusta mucho: 6
e Me gusta ligeramente: 5
e Ni me gusta ni me disgusta: 4
e Me disgusta ligeramente: 3
e Me disgusta mucho: 2
¢ Me disgusta extremadamente: 1

Segun el andlisis estadistico realizado a los datos de la evaluacién sensorial del
sabor, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los
tratamientos (peso de las hojas de lanche en el filtrante - estadio de hojas de
lanche) con un nivel del 95 % de confianza. Los detalles de analisis estadistico

se muestran en el Anexo 10.

Mediante la prueba de Tukey se determiné que solamente no hay diferencias
significativas entre los siguientes pares de tratamientos: T1-T2, T1-T4, T2-T4, T3-
T5, T3-T6, T3-T7, T4-T7, T5-T6 y TS5 - T7. En el resto de los posibles pares
comparativos de tratamientos, existen diferencias significativas, los detalles de la

prueba de Tukey se muestran en el Anexo 11.

Es la tabla 9 observamos que el T9 (Peso: 1.1 g — Estadio iii: hoja madura)

presenta mayor puntaje promedio por parte de jueces afectivos. Teniendo en
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cuenta que analisis estadistico indica que este tratamiento presenta diferencias
significativas respecto a los 8 tratamientos restantes, podemos afirmar que es el
tratamiento de mayor preferencia respecto al atributo del SABOR. El puntaje
promedio que presenta en tratamiento nueve (T9) es de 6,4; ubicandose entre -
me gusta mucho y me gusta extremadamente- en la escala heddnica utilizada.
Cabe recordar que las hojas de lanche en estadio iii (hojas maduras) contienen
la mayor cantidad de fenoles totales y actividad antioxidante, lo cual hace que T9

sea mas relevante.

En cuanto al peso de hojas (maduras) de lanche en el filtrante, de mayor
preferencia (1,1g), podemos decir que se encuentra dentro del rango de pesos
de la mayoria de filtrantes comerciales conocidos: filtrante de manzanilla (19);
boldo (1 — 1,5 g); tilo (1g); anis (1g); arnica (1 g); hierba buena (0,75 g); té verde

(1,5 - 2 g);mate (3 g).
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Tabla 10

Resultados de evaluacion sensorial del color de la bebida obtenida a partir de

diferentes pesos y estadios de hojas de lanche

Estado fisioldgico de las hojas de lanche

Estadio 1: Estadio 2: Estadio 3:
Hojas nuevas Hojas semi- Hojas
o maduras maduras
brotes
Pes01:0,9¢g 53 #1,37® 49 #142@ 54 +1,190
Peso
de
ggjas Peso 2 1 g 50 +1,47@ 52 +161G 51 1,260
lanche
en el
filtrante Pesoz: 1,19 48 +1520 49 +144©® 55 +1410
9)

Elaboracion propia (2018). (1): Tratamiento 1.

Lo resultados de la tabla procedente son el promedio de las calificaciones de 30
jueces afectivos a los 9 tratamientos ensayados (ver Anexo 9) respecto al atributo
del color. Como se menciond en la parte metodoldgica de este trabajo, se utilizd

una escala hedonica de 7 puntos.

Segun el andlisis estadistico realizado a los datos de la evaluacion sensorial, NO
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los

tratamientos (peso de las hojas de lanche en el filtrante - estadio de hojas de
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lanche) con un nivel del 95 % de confianza. Los detalles de andlisis estadistico

se muestran en el Anexo 10.

Tabla 11

Resultados de evaluacion sensorial del olor de la bebida obtenida a partir de

diferentes pesos y estadios de hojas de lanche

Estado fisioldgico de las hojas de lanche

Estadio 1: Estadio 2: Estadio 3:
Hojas nuevas Hojas semi- Hojas
0 maduras maduras
brotes
Peso1:0,99 56 +1,27® 53 +#1,11® 54 +1,100
Peso
de
gglas Peso 2: 1 g 57 +1,06@ 52 +1,000 56 +1,100
lanche
en el
filtrante Pesos:1,1g 5,2 +0,94™ 56 +1,25® 58 +105©
9)

Elaboracion propia (2018). (1): Tratamiento 1.

Lo resultados de la tabla procedente son el promedio de las calificaciones de 30
jueces afectivos a los 9 tratamientos ensayados (ver Anexo 9) respecto al atributo
sensorial del olor. Como se menciono en la parte metodologica de este trabajo,

se utilizo una escala hedodnica de 7 puntos.

Segun el analisis estadistico realizado a los datos de la evaluacion sensorial del
olor, NO existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de

los 9 tratamientos (peso de las hojas de lanche en el filtrante - estadio de hojas
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de lanche) con un nivel del 95 % de confianza. Los detalles de analisis estadistico

se muestran en el Anexo 10.

Tabla 12

Resultados de evaluacion sensorial (aceptabilidad global) de la bebida obtenida

a partir de diferentes pesos y estadios de hojas de lanche

Estado fisioldgico de las hojas de lanche

Estadio 1:
Hojas nuevas
0
brotes

Peso1:0,99 2,3 +0,77W

Peso
de
hojas
de
lanche
en el
filtrante Pesoz3:1,1g 3,7 0,67
9)

Peso2:1g 3,3 #0,66®

Estadio 2:
Hojas semi-
maduras

3,6 0,56 @

4,7 0,96 ®

59 +0,62®

Estadio 3:
Hojas
maduras

47 +0550)

59 +0,67©®

6,6 +0,63©®

Elaboracion propia (2018). (1): Tratamiento 1.

Lo resultados de la tabla precedente son el promedio de las calificaciones de 30

jueces afectivos a los 9 tratamientos ensayados (ver Anexo 9), expresando su

aceptabilidad global. Como se mencion6é en la parte metodolégica de este

trabajo, se utilizé una escala heddnica de 7 puntos.

Segun el analisis estadistico realizado a los datos de la evaluacion sensorial,

existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los 9

tratamientos (peso de las hojas de lanche en el filtrante - estadio de hojas de
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lanche) con un nivel del 95 % de confianza. Los detalles de analisis estadistico

se muestran en el Anexo 10.

Mediante la prueba de Tukey se determiné que solamente no hay diferencias
significativas entre los siguientes pares de tratamientos: T2-T4, T2-T7, T3-T5, T4-
T7 Y T6-T8. En el resto de los posibles pares comparativos de tratamientos,
existen diferencias significativas Los detalles de la prueba de Tukey se muestran

en el Anexo 11.

Es la tabla 9 observamos que el T9 (Peso: 1.1 g — Estadio: hoja madura) presenta
mayor puntaje promedio por parte de jueces afectivos. Teniendo en cuenta que
analisis estadistico indica que este tratamiento presenta diferencias significativas
respecto a los 8 tratamientos restantes, podemos afirmar que es el tratamiento
de mayor preferencia. El puntaje promedio que presenta en tratamiento nueve
(T9) es de 6,6; ubicAndose entre - me gusta mucho y me gusta extremadamente-
en la escala hedonica utilizada. Cabe recordar que las hojas de lanche en estadio
iii (hojas maduras) contienen la mayor cantidad de fenoles totales y actividad

antioxidante, lo cual hace que T9 sea mas relevante.

En cuanto al peso de hojas (maduras) de lanche en el filtrante, de mayor
preferencia (1,1g), podemos decir que se encuentra dentro del rango de pesos
de la mayoria de filtrantes comerciales conocidos: filtrante de manzanilla (19);
boldo (1 — 1,5 g); tilo (1g); anis (1g); arnica (1 g); hierba buena (0,75 g); té verde

(1,5 -2 g);mate (3 g).
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4.1.

4.2.

4.3.

CONCLUSIONES.

Se logro obtener un filtrante a partir de las hojas de lanche (myrcianthes
rhopaloides) evaluando sus caracteristicas fitoquimicas y sensoriales,
siguiendo las siguientes etapas: recepcion de las hojas de lanche, pesado,
seleccion- clasificacion, lavado- desinfeccién, oreado, secado (a

temperatura ambiente hasta una humedad de 8%), molienda y envasado.

Se logré caracterizar a tres estadios de las hojas de lanche (i-hoja nueva
o brote, ii-hoja semi-madura y iii-hoja madura), midiendo el valor calérico,

humedad, proteina, carbohidratos, cenizay fibra.

Se logr6 comparar los tres estadios de hojas de lanche respecto al
contenido de fenoles y actividad antioxidante, utilizando un DCA, lo que
podemos decir que existe diferencia significativa entre las medias de
fenoles totales presentes en las hojas de lanche de estadio i (brotes) y
estadio ii (hojas seme-maduras), con un nivel del 95.0% de confianza.
Asimismo, existen diferencias significativas entre las hojas de estadio i
(brotes) y estadio iii (hojas maduras). No existen diferencias significativas
entre las medias de fenoles totales de las hojas del Estadio ii y iii. Respecto
a la actividad antioxidante, se determind que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de la actividad antioxidante

entre un nivel de Estadio y otro.
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4.4.

Se logré determinar el peso de hojas de lanche (en el filtrante) y el estadio
de mayor preferencia, mediante una evaluacion sensorial afectiva de
nueve tratamientos (T) de bebida - infusidén- obtenida a partir del filtrante:
T1 (0,9 g- hoja nueva), T2 (0,9 g-hoja semi-madura) T3 (0,9 g — hoja
madura), T4 (1g — hoja nueva), T5 (1g -hoja semi-madura), T6 (1g- hoja
madura), T7 (1,1 g — hoja nueva), T8 (1,1 g — hoja semi-madura) y T9 (1,1
g -hoja madura). Se determiné que el tratamiento de mayor preferencia es
el T9 (1,1 g -hoja madura), que ademas las hojas de lanche contienen la

mayor cantidad de fenoles totales.
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V.

5.1.

5.2.

5.3.

RECOMENDANCIONES

Para futuros estudios, recomendamos realizar ensayos fitoquimicos
complementarios a las hojas de lanche. Ademas, ensayar combinando
las hojas de lanche con otras hierbas nuevas o conocidas

comercialmente en filtrantes.

Se debe tener mucho cuidado en el secado de las hojas, el lugar donde
se realiza, el clima, etc. Se debe ejecutar las Buenas Practicas de
Manufactura en esta etapa y en todas las etapas complementarias para

obtener el filtrante.

Recomendamos disefiar y evaluar un proyecto de inversion a partir de

este trabajo.
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VIl.  SECCION DE ANEXOS

Anexo 1. Determinacion de fenoles totales
Se aplico el método de Folin-Ciocalteu para determinar el contenido de fenoles
totales en las muestras de lanche (tres estadios).

Fundamento del método

La concentracion de fenoles totales se determinara por espectrofotometria, por
el método de Folin—Ciocalteu, basandose en una reaccion colorimétrica de 6xido-
reduccion, resultando la formacion de un complejo de color azul (Makkar et al.,
1993; Yildirin et al., 2001).

Materiales

- Matraz aforado

- Espectrofotdmetro UV-visible

- Micro Pipeta

- Papel aluminio

Reactivos

Folin-Ciocalteu

- carbonato de sodio
- agua desionizada
- acido gélico

Procedimiento sequn Quinones, (2017).

- Se coloca 0,2 ml de muestra en estudio en un matraz aforado y se afiade
2,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu.
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- Se mezcla y se deja reaccionar por un lapso de tiempo de tres minutos en
ausencia de luz a temperatura ambiente.

- Se agrega 5 ml de carbonato de sodio (Na2CO3 al 20% p/v) y se afora con
agua desionizada a 50 ml.

- La mezcla se deja reposar por 30 minutos en ausencia de luz a temperatura
ambiente, una vez transcurrido este tiempo se mide su absorbancia a 765
nm con un espectrémetro UV-Visible.

- El contenido de compuestos fenélicos se expresa como mg/L de acido

galico en la muestra. La determinacion se llevara a cabo por triplicado

Cuantificacién e interpretacion de los resultados

ﬂ L i I T T T | i L i |

0 200 400 600 800 1000 1200
acido galico en ppm

Figura 7. Curva de calibracion absorbancia vs acido galico. Tomado de “Determinacion de
Polifenoles Totales, Actividad Antioxidante y Antocianinas de Jugo de Murtilla (Ugni molinae
Turcz) Obtenido por Condensacion de Vapor”, por Cofré A., (2015). Recuperado de

http://cybertesis.uach.cl/ tesis/uach/2015/fac675d/doc/fac675d.pdf
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Anexo 2. Absorbancias obtenidas en la cuantificacion de fenoles totales

de las hojas de lanche.

Tabla 13

Absorbancias obtenidas en la determinacion de fenoles totales en las hojas de

lanche
Absorbancias a 765 nm
N° ensayo
Estadio i Estadio ii Estadio iii
Ensayo 1 0,813 1,032 1,042
Ensayo 2 0,794 1,047 1,105
Ensayo 3 0,803 1,108 1,215
Promedio 0,803 1,062 1,121
Desviacion
estandar +0,0095 +0,0403 +0,0876
Elaboracion propia (2018).
Ejemplo de los Calculos:
e Ensayo 1, estadio i
0,813
X =
0,0008

e Ensayo 2, estadio i

x = 1,016.25 mg/L acido galico

0,794
~0,0008

X

x = 992,50 mg/L acido galico

78



Ensayo 3, estadio i

Ensayo 1, estadio i

Ensayo 2, estadio i

Ensayo 3, estadio i

Ensayo 1, estadio iii

0,803
X = 0,0008

x =1003,75 mg/L acido galico

1,032
* = 0,0008

x =1290,00 mg/L acido galico

1,047
X = 0,0008

x =1308,75 mg/L acido galico

_ 1,108
~0,0008

x = 1385,00 mg/L acido galico

X

1,042
~0,0008

x =1302,50 mg/L acido galico

X
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e Ensayo 2, estadio iii

_ 1,105
~0,0008

x =1381,25 mg/L acido galico

X

e Ensayo 3, estadio iii

1,215
~0,0008

x =1518,75 mg/L acido galico

X

Anexo 3. Determinacion de actividad antioxidante por el método DPPH

Este método principalmente establecido por Brand-Williams y colaboradores
(1995), es un método colorimétrico simple, que reacciona directamente con el
compuesto, por lo cual la reaccion depende de la conformacion estructural del
compuesto (Fukumoto y Mazza, 2000). El fundamento de ésta prueba consiste
en que el radical libre presenta un electrén de nitrdgeno desapareado, y se
muestra de color azul-violeta, y cuando este radical libre se reduce por accion del
antioxidante y se estabiliza su accion oxidativa, su color se va decolorando hasta
guedar de color amarillo palido (Cheng et al., 2006). Segun los estudios de Brand-
Williams y colaboradores (1995), el DPPH es un radical estable donde la reaccion
es:

DPPH* + AH DPPH-H + A*

AH hace referencia al antioxidante que va a donarle electrones al radical. Segun

los estudios de Rao y colaboradores (2009), el DPPH funciona a temperatura
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ambiente, acepta electrones de los antioxidantes para volverse estable, y hasta
el momento, es el mejor método para evaluar la actividad antioxidante de los
polifenoles. Los resultados se pueden observar entre 515 y 517nm, pasados unos
30 minutos aproximadamente, siendo que el cambio del color del radical se puede
observar en el pico de absorbancia de DPPH (Huang et al., 2005). La eficiencia
del antioxidante es medida a temperatura ambiente, de tal manera que se elimina

el riesgo de degradacion térmica de las moléculas (Bondet et al., 1997).

Materiales

Matraz aforado

- Espectrofotdmetro UV-visible
- Micro Pipeta

- Papel aluminio

- Picetas

- Pipeta

- Vaso de precipitacion

- Balanza

Reactivos

- Reacctivo DPPH

- Metanol al 80%

- Agua desionizada

- Trolox
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Preparacion de la muestra

Se coloc6 en un vaso de precipitacion de 500 ml, 50 gr de la muestra previamente
seleccionada y lavada, seguidamente se adicion6 300 ml de agua de destilada y
llevo a temperatura de ebullicion por 15 minutos, esto se realizdé para cada uno

de los estadios (i, ii y iii).

Preparacion de la curva de calibracion

se realizaron las diluciones correspondientes. Se prepard una solucién patrén,
disolviendo 2 mg de Trolox en 10 ml de metanol al 80 %. En la tabla 10 se muestra
las soluciones que se emplearon para la curva estandar.

Tabla 14

Curva estandar de Trolox

Concentracion Solucién patrén  Metanol 80 %%

(pm) (mL) {miL)
800 3 0
700 2.625 0.375
6800 2.25 0.75
500 1.875 0.125
400 1.5 1.5
300 1.125 1.875
100 0.375 2.625

Elaboracion propia (2018).

Preparacion del radical DPPH

Se peso 3.9 mg de DPPH en un matraz aforado previamente tarado y se disolvié

en 100 ml de metanol al 80 % la solucidn se coloco en un sonicador para asegurar
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una buena disolucién. El matraz se cubrié con papel aluminio como proteccion

contra la luz.

Método de DPPH

La muestra del estadio (i, ii y iii) previamente diluido, 0.1 ml, se les adicion6 2,9

ml de la solucibn DPPH, se agito vigorosamente y se mantuvo en oscuridad por
2 horas a temperatura ambiente, se realizé una lectura a los 30 minutos en un
espectrofotometro de UV/VIS a 517 nm. El blanco contuvo metanol en lugar de

la solucién antioxidante.

Céalculo de la actividad antioxidante.

Se restaron las absorbancias del blanco y de la muestra (X) y se calcularon los
mM equivalentes Trolox/ml muestra con la siguiente férmula:

X

MMEQ. Trolox/ml muestra =

(m x mL muestra x 1000)

donde, m: pendiente de la ecuacion de la curva de calibracion
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R*= 0.996

Figura 8. Curva de calibracién para actividad antioxidante.

Calculo:
se calcul6 como porcentaje de decoloracion del radical 2,2-difenil-1- picrilhidracilo

(DPPH?¢), usando la ecuacion siguiente:

%Inhibicién = "A%“ x 100

Donde, A = Absorbancia del blanco, a = Absorbancia de la muestra.
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Anexo 4. Absorbancias obtenidas en la determinacion de la actividad

antioxidante de las hojas de lanche.

Tabla 15
Absorbancias obtenidas en la determinacién de la actividad antioxidante de las

hojas de lanche

Absorbancias obtenidas a 517 nm

N* Ensayo Estadio i Estadioii  Estadiojii  ~Psorbancia
del blanco

Ensayo 1 0.363 0.367 0.384

Ensayo 2 0.355 0.367 0.371

Ensayo 3 0.365 0.366 0.376 0314

Promedio 0,361 0,366 0,377

Desviacion 0,005 0,001 0,007

Estandar

Elaboracion propia (2018).
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Anexo 5. Escala hedénica de analisis afectivo.

Para la muestra recibida de bebida marque con una (x) sobre la escala
segun su preferencia.

Me gusta extremadamente
Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente
Me disgusta mucho

Me disgusta extremadamente

Figura 9. Formato para la prueba heddnica de preferencia. Tomado de Watss et al., (1992).
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Anexo 6. Analisis estadistico del contenido de fenoles en las hojas de
lanche.

Tabla 16

Resumen estadistico para fenoles

ESTADIO Recu Promedio Desviacion Coeficiente de  Minimo Maximo

ento Estandar Variacion
El 3 1004,17 11,8805 1,18312% 9925 1016,25
E2 3 1327,92 50,3167 3,78915% 1290,0 1385,0
E3 3 1400,83 109,447 7,81299% 1302,5 1518,75
Total 9 1244,31 192,607 15,479% 9925 1518,75

Elaboracion propia (2018).

Tabla 17

ANOVA para fenoles por estadio

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 267475. 2 133737,67 27,38 0,010

grupos

Intra grupos 29303,1 6 4883,85

Total 296778 8

Elaboracion propia (2018).
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Anexo 7. Pruebas de Mdultiple Rangos para fenoles por estadio

Tabla 18

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

ESTADIO Casos Media  Grupos

Homogéneos
El 3 1004,17 X
E2 3 1327,92 X
E3 3 1400,83 X

Contraste  Sig.  Diferencia +/- Limites

E1l-E2 * -323,75 175,079
E1l-E3 * -396,67 175,079
E2 - E3 -72,917 175,079

* indica una diferencia significativa.
Elaboracion propia (2018).
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Anexo 8. Andlisis estadistico de los datos de actividad antioxidante

determinada en la hoja de lanche

Tabla 19

Resumen estadistico para actividad antioxidante

ESTADIO Recuen Promedio Desviacién

Coeficiente Minim Maxim

to Estandar de Variaciéon o 0]
E1l 3 0,003633 0,0000577 1.58904% 0,0036 0,0037
E2 3 0,0037 O 0% 0,0037 0,0037
E3 3 0,0038 0,0001 2,63158% 0,0037 0,0039
Total 9 0,003711 0,0000927 2,50049% 0,0036 0,0039

Elaboracion propia (2018).

Tabla 20

Tabla ANOVA para actividad antioxidante por estadio

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razoén-F Valor-P
Entre 422222E-8 2 211111E-8 475 0,0580
grupos
Intra 2 66667E-8 6  4,44444E-9
grupos
Total 6,88880E-8 8

Elaboracion propia (2018).
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Anexo 9. Resultados de la evaluacion sensorial afectiva.

Tabla 21

Calificacion afectiva del sabor por de 30 jueces en una escala hedonica.

JUECES

—
[ERN
—
N
—
w

TRATAMIENTOS

T4

T5 T6

—
\I
—
00)
—
©

OCoO~NOOUIPEWNBE

o

(6]
NOWRARONOONWWONDNNDNNOOWWENOOWOAOD™MDBEDNDNWNO
woaowwuahrrbhboobhb,wbhp,r,wowonoagbhbhodwphrwwbhboaoob~ow
oo ~NOaO~NOM~MONPAOOTOWOINOR~AOONPPORARNRRONOTIOTN

30
Promedio 3,2 40 5,4
Desviacion 1,21 0,85 1,19

POoworooowWOIWhrwWwoWaWAUIWAWRrRAWRrRDWWSP
o

0,89

N~NOoOUoO~NOWPROWONNNOOWWPANNOWOIWO ~AWW
N~Nowhrr~NOoOoOOOOWRRDMMNOOGTWOIOINP,PORROOUOINWOIO
OO PR,ORITTOWRRDIMMDPNWOORWPAPOOOUIOTIWO O U1~ O
O ~NOOOUINOUINOUITNOOOOONN~NOOCOONONNOODO OO
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5,2 51 46 6,2 6,4
161 126 0,97 0,66 0,50

Elaboracion propia (2018).
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TRATAMIENTOS
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 19

JUECES

Calificacion afectiva del color por de 30 jueces en una escala hedonica.

Tabla 22
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26
27
28
29
30

21
22

5,4 5,0 5,2 51 48 4,9 5,5
147 161 126 152 144 141
91

4,9
1,37 142 1,19

53
Elaboracion propia (2018).
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Tabla 23

Calificacion afectiva del olor por de 30 jueces en una escala hedonica.

TRATAMIENTOS
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5,2 56 52 5,6 5,8

5,7

5,3 5,4

5,6

Promedio

Desviacion

1,05

1,00 1,10 0,94 1,25

1,05

1,27 1,11 1,10

Elaboracion propia (2018).
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Tabla 21

Aceptabilidad global emitida por 30 jueces en una escala hedonica

TRATAMIENTOS (Peso - Estadio de las hojas)

JUECES 1 12 13 T4 5 T6 T7 T8 TO
1 3 4 5 3 5 7 4 6 7
2 2 3 5 4 5 6 4 6 7
3 2 4 6 2 4 6 5 7 6
4 3 3 5 4 3 6 4 5 7
5 2 4 4 3 4 5 5 6 7
6 2 3 5 3 5 6 4 6 7
7 2 4 5 3 4 7 4 6 6
8 2 4 5 4 5 6 5 5 7
9 3 4 5 4 4 5 4 7 6
10 3 4 4 3 5 6 3 7 7
11 1 3 5 3 4 6 3 6 6
12 > 4 5 4 5 5 4 6 7
13 4 3 5 3 4 6 3 6 7
14 2 3 4 4 > 5 4 5 7
15 3 4 4 3 4 6 4 6 6
16 2 4 4 2 4 6 3 6 7
17 2 4 5 4 6 5 3 5 6
18 4 3 5 4 4 6 3 6 7
19 2 3 4 3 5 6 4 5 7
20 3 3 5 3 6 7 3 6 6
21 1 4 4 3 5 6 4 6 7
22 3 4 5 3 5 5 3 6 5
23 2 4 4 4 6 7 3 6 7
24 > 4 5 2 6 7 3 7 7
25 3 3 5 3 6 6 3 6 7
26 2 3 4 4 5 6 4 5 7
27 3 5 4 4 6 6 3 5 6
28 2 3 4 3 5 5 3 6 7
29 1 4 5 4 5 5 4 6 5
30 2 3 5 3 5 6 4 6 7
33

Promedio 2,3 3,6 47
Desviacion 0,77 0,56 0,55

0,66

47 59 37 59 66
09 0,67 0,67 0,62 0,63

Elaboracion propia (2018).
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Anexo 10. Analisis de varianza de los resultados de evaluacidn sensorial

Tabla 25
ANOVA, evaluacion sensorial del sabor de las muestras

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 268,333 8 33,5417 29,58 0,0000

grupos

Intra grupos 295,967 261 1,13397

Total (Corr.) 564,3 269

Elaboracion propia (2018).
Tabla 26

ANOVA, evaluacion sensorial del color de las muestras

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 16,2667 8 2,03333 1,02 0,4247

grupos

Intra grupos 522,7 261 2,00268

Total (Corr.) 538,967 269

Elaboracion propia (2018).



Tabla 27

ANOVA, evaluacion sensorial del olor de las muestras

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 12,6963 8 1,58704 1,31 0,2398
grupos
Intra 316,8 261 1,21379
grupos
Total 329,496 269
(Corr.)
Tabla 28
ANOVA, aceptabilidad global de las muestras
Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre 481.4 8 60,175 130,92 0,0000
grupos
Intra grupos 119,967 261 0,459642
Total 601,367 269

Elaboracion propia (2018).
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Anexo 11. Prueba de Tukey para resultados de evaluaciéon sensorial

Tabla 26

Método de Tukey HSD (95%), evaluacion sensorial del sabor de las muestras

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
T1-T2 -0.833333 0.859993
T1-T3 * -2.23333 0.859993
T1-T4 -0.766667 0.859993
T1-T5 * -2.0 0.859993
T1-T6 * -1.86667 0.859993
T1-T7 * -1.4 0.859993
T1-T8 * -3.0 0.859993
T1-T9 * -3.2 0.859993
T2-T3 * -1.4 0.859993
T2-T4 0.0666667 0.859993
T2-T5 * -1.16667 0.859993
T2-T6 * -1.03333 0.859993
T2-T7 -0.566667 0.859993
T2-T8 * -2.16667 0.859993
T2-T9 * -2.36667 0.859993
T3-T4 * 1.46667 0.859993
T3-T5 0.233333 0.859993
T3-T6 0.366667 0.859993
T3-T7 0.833333 0.859993
T3-T8 -0.766667 0.859993
T3-T9 * -0.966667 0.859993
T4-T5 * -1.23333 0.859993
T4-T6 * -1.1 0.859993
T4-T7 -0.633333 0.859993
T4-T8 * -2.23333 0.859993
T4-T9 * -2.43333 0.859993
T5-T6 0.133333 0.859993
T5-T7 0.6 0.859993
T5-T8 * -1.0 0.859993
T5-T9 * -1.2 0.859993
T6-T7 0.466667 0.859993
T6-T8 * -1.13333 0.859993
T6-T9 * -1.33333 0.859993
T7-T8 * -1.6 0.859993
T7-T9 * -1.8 0.859993
T8-T9 -0.2 0.859993

* indica una diferencia significativa.
Elaboracion propia (2018).



Tabla 30
Método de Tukey HSD (95%), aceptabilidad global de las muestras

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
T1-T2 * -1,26667 0,547525
T1-T3 * -2,33333 0,547525
T1-T4 * -0,966667 0,547525
T1-T5 * -2,4 0,547525
T1-T6 * -3,56667 0,547525
T1-T7 * -1,33333 0,547525
T1-T8 * -3,56667 0,547525
T1-T9 * -4,26667 0,547525
T2-T3 * -1,06667 0,547525
T2-T4 0,3 0,547525
T2-T5 * -1,13333 0,547525
T2-T6 * -2,3 0,547525
T2-T7 -0,0666667 0,547525
T2-T8 * -2,3 0,547525
T2-T9 * -3,0 0,547525
T3-T4 * 1,36667 0,547525
T3-T5 -0,0666667 0,547525
T3-T6 * -1,23333 0,547525
T3-T7 * 1,0 0,547525
T3-T8 * -1,23333 0,547525
T3-T9 * -1,93333 0,547525
T4 -T5 * -1,43333 0,547525
T4-T6 * -2,6 0,547525
T4-T7 -0,366667 0,547525
T4-T8 * -2,6 0,547525
T4-T9 * -3,3 0,547525
T5-T6 * -1,16667 0,547525
T5-T7 * 1,06667 0,547525
T5-T8 * -1,16667 0,547525
T5-T9 * -1,86667 0,547525
T6-T7 * 2,23333 0,547525
T6-T8 0 0,547525
T6-T9 * -0,7 0,547525
T7-T8 * -2,23333 0,547525
T7-T9 * -2,93333 0,547525
T8-T9 * -0,7 0,547525

* indica una diferencia significativa.
Elaboracion propia (2018).



Anexo 12. Descripcion de los métodos de ensayo de la AOAC utilizados

Determinacion de humedad. Método gravimétrico, estufa a presion atmosférica
a 105°C por 14 a 16 horas hasta obtener un peso constante (Método AOAC —
950,46). La humedad de las hojas se determina por secado y diferencia de pesos.
El contenido de humedad en la muestra se expresa como porcentaje en base

humedad.

Determinacion de proteina. Método semi-micro Kjeldhal, utilizando el factor N x

6.25 para llevar el nitrdgeno a proteina total (Método AOAC — 928.08).

El método Kjeldahl es el método estandar de determinacion del contenido en
nitrogeno desde finales del siglo XIX. EI método consiste basicamente en tres

grandes pasos (AOAC, 1990):

Digestidon: Se produce la descomposicion del nitrégeno que contienen las
muestras organicas utilizando una solucién de &cido concentrado. Esto se
obtiene haciendo hervir la muestra en una concentracion de acido sulfurico. El

resultado es una solucién de sulfato de amonio.

Catalizadores — proteina — calor

(1) n- C-NH2 + mH2S04 — CO2 + (NH4)2 SO4 + SO2
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Destilacion: Se libera amoniaco, el cual es retenido en una solucidn con una
cantidad conocida de acido bodrico. Inicialmente se realiza una destilacién con
vapor por el método de arrastre de vapor de agua, mediante la cual acelera la

obtencion del destilado.
(2) (NH4)2S0O4 + 2 NaOH — 2NH3 + Na2S04+ 2H20

(3) NH3 + H3BO3 (acido borico) — NH4 + H2BO3- (i6n borato)

Titulacion: Cuantificacién del amoniaco por valoracién con una solucion estandar.
(4) H2BO3- + H+ — H3BO3

Una vez conocido el contenido en nitrégeno de la muestra, la multiplicacién de
aguel por el factor de conversién 5.70 (para cereales y derivados de soya) nos
aproxima al conocimiento del contenido en PBS. Existe una alternativa al método
Kjeldhal de determinacion del nitrdgeno que consiste en la combustiéon en una
atmosfera de oxigeno puro y a alta temperatura (950 °C) de la muestra para

detectar, por conductividad térmica, el nitrégeno presente en la misma.

Procedimiento:

¢ Realizar la muestra en duplicado.
e Efectuar un ensayo en blanco usando una sustancia organica sin nitrdgeno
(sacarosa) que sea capaz de provocar la reduccién de los derivados nitricos

y nitrosos eventualmente presentes en los reactivos.
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Pesar al 0.1 mg. alrededor de 1 g de muestra homogeneizada (m) en un
matraz de digestion Kjeldahl.

Agregar 3 perlas de vidrio, 10 g de sulfato de potasio o sulfato de sodio, 0.5 g
de sulfato cuprico y 20 ml de acido sulfdrico conc.

Conectar el matraz a la trampa de absorcion que contiene 250 ml de hidréxido
de sodio al 15 %. El disco poroso produce la divisién de los humos en finas
burbujas con el fin de facilitar la absorcion y para que tenga una duracién
prolongada debe ser limpiado con regularidad antes del uso. Los depdsitos de
sulfito sodico se eliminan con &cido clorhidrico. Cuando la solucion de
hidroxido de sodio al 15 % adicionada de fenolftaleina contenida en la trampa
de absorcién permanece incolora debe ser cambiada (aprox. 3 analisis).
Calentar en manta calefactora y una vez que la solucion esté transparente,
dejar en ebullicién 15 a 20 min. mas. Si la muestra tiende a formar espuma
agregar acido esteérico o gotas de silicona antiespumante y comenzar el
calentamiento lentamente.

Enfriar y agregar 200 mL de agua.

Conectar el matraz al aparato de destilacion, agregar lentamente 100 ml de
NaOH al 30 % por el embudo, y cerrar la llave.

Destilar no menos de 150 ml en un matraz que lleve sumergido el extremo del
refrigerante o tubo colector en:

a) 50 ml de una solucion de acido sulfurico 0.1 N, 4 a 5 gotas de rojo de metilo

y 50 ml de agua destilada. Asegurar un exceso de H2SO4 para que se pueda
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realizar la retrotitulacion.Titular el exceso de acido con NaOH 0.1 N hasta color
amarillo.

b) 50 ml de &cido borico al 3 %. Titular con acido clorhidrico 0.1 N hasta pH
4.6 mediante un medidor de pH calibrado con soluciones tampén pH 4 y pH
7, o en presencia del indicador de Tashiro hasta pH 4.6 Cada cierto tiempo es
necesario verificar la hermeticidad del equipo de destilacion usando 10 ml de
una solucién de sulfato de amonio 0.1 N (6.6077 g/L), 100 ml de agua
destilada y 1 a 2 gotas de hidroxido de sodio al 30 % para liberar el amoniaco,
asi como también verificar la recuperacion destruyendo la materia organica
de 0.25 g de L(-)-Tirosina. El contenido tedrico en nitrdgeno de este producto

es de 7.73 %. Debe recuperarse un 99.7 %.

Célculo:
N_14><NxVx100
- m x 100
] 14 X N XV x 100 X Factor
%proteina = — 100
Donde:

V: 50 ml H2SO4 0,1 N - gasto NaOH 0,1 N o gasto de HCI 0,1 N
m: masa de la muestra, en gramos

factor: 5,7 (para cereales y derivados de soya)
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Determinacion de grasa. Método Soxhlet, empleando diversos solventes

organicos (hexano) (AOAC — 960.39).

Una cantidad previamente homogeneizada y seca, medida o pesada del alimento

se somete a una extraccion con éter de petroleo o éter etilico, libre de peroxidos

0 mezcla de ambos. Posteriormente, se realiza la extraccion total de la materia

grasa libre por soxhlet.

Procedimiento:

Preparacion de la muestra: En muestras con mucha humedad homogeneizar
y secar a 103+ °C en estufa de aire considerando el tipo de muestra.

Moler y pasar por tamiz de malla de 1 mm

Pesar en duplicado 2 a 5 gramos de muestra preparada en el dedal de
extraccibn o papel filtro previamente pesado y tapado con algodon
desgrasado. Registrar m

Secar el matraz de extraccion por 30 min a 103+ 2°C.

Pesar el matraz de extraccién Registrar ma.

Poner el matraz de extraccion en el sistema soxhlet el dedal en el tubo de
extraccién y adicionar el solvente al matraz.

Extraer la muestra con el solvente por 6 a 8 horas a una velocidad de
condensacion de 3-6 gotas/seg.

Una vez terminada la extraccion eliminar el solvente por evaporacion en

rotavapor o bafio Maria bajo campana. Hasta que no se detecte olor a éter.
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e Secar el matraz con la grasa en estufa a 103+ 2°C por 10 min, enfriar en

desecados y pesar. Registrar ma.

Célculo:

m; —my
%Grasa = — X 100

100
100 — % Humedad

%Grasa Base Seca = %Grasa X

Doénde:

m peso de la muestra

m1 tara del matraz solo
m2 peso matraz con grasa.

Determinacion de Fibra Bruta. Se determind mediante digestion acida y alcalina
(AOAC - 962,09). Fibra cruda es la pérdida de masa que corresponde a la
incineracion del residuo organico que queda después de la digestiébn con

soluciones de acido sulfurico e hidroxido de sodio en condiciones especificas.
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Procedimiento:

Homogeneizar, secar 103 + 2 °C en estufa de aire o a 70 °C al vacio, de
acuerdo a las técnicas indicadas en la referencia, considerando el tipo de
muestra. Moler la muestra.

Pasar por un tamiz de malla de 1 mm.

Extraer con éter de petroleo si el contenido de grasa es superior al 1.
Realizar el analisis en duplicado.

Pesar a 0,1 mg alrededor de 2 g de muestra preparada y transferir en al matraz
del aparato de calentamiento a reflujo. Registrar s

Agregar 1,5 a 2,0 g de fibra cerdmica preparada.

Agregar 200 ml de H2S04 0,255 N, hirviente, gotas de antiespumante y perlas
de vidrio.

Conectar el aparato de calentamiento a reflujo y hervir exactamente durante
30 minutos, rotando el matraz periédicamente.

Desmontar el equipo vy filtrar a través del embudo Biichner tipo California o
sus alternativas.

Lavar con 50 a 75 ml de agua hirviente, repetir el lavado con 3 porciones de
50 ml de agua o hasta que cese la reaccion acida.

Retornar el residuo al aparato de calentamiento a reflujo y hervir exactamente
durante 30 minutos, rotando el matraz periédicamente.

Lavar con 25 ml de H2S0O4 0,,255 N, hirviente, con 3 porciones de 50 ml de

agua hirviente y con 25 ml de etanol al 95%.
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e Remover el residuo y transferir al crisol.
e Secar en estufa a 130 + 2 °C por 2 horas, enfriar en desecador y pesar.
¢ Incinerar 30 minutos a 600 + 15 °C, enfriar en desecador y pesar.

e Determinar un blanco en las mismas condiciones que la muestra.

Céalculo:

_ (Pérdida de peso en la incineracién — Pérdida de peso del blanco de fibra cerdmica) X 100

%Fibra Cruda = C
woFibra Cruda Peso de la muestra

Determinacion de cenizas. Por incineracion de la muestra en mufla a 600°C por
6 horas (AOAC — 923.03). La determinacion de cenizas es referida como el
analisis de residuos inorganicos que quedan después de la ignicion u oxidacion
completa de la materia organica de un alimento. Es esencial el conocimiento
basico de las caracteristicas de varios métodos para analizar cenizas, asi como
el equipo para llevarlo a cabo para garantizar resultados confiables. Existen tres
tipos de andlisis de cenizas: cenizas en seco par a la mayoria de las muestras
de alimentos; cenizas humedas (por oxidacién) para muestras con alto contenido
de grasa (carnes y productos carnicos) como meétodo de preparacion de la
muestra para analisis elemental y analisis simple de cenizas de plasma en seco
a baja temperatura para la preparacion de muestras cuando se llevan a cabo

analisis de volatiles elementales.
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La técnica que se utilizara en esta sesion de laboratorio sera la de cenizas en
seco, la cual consiste en quemar la muestra al aire y posteriormente en una mufla
para eliminar todo el material organico. La ceniza remanente es el residuo
inorganico y la medicion de la ceniza total es util en el analisis de alimentos, ya
gue se pueden determinar diversos minerales contenidos en la muestra. Algunos
errores y dificultades involucrados en la determinacién de las cenizas en seco
son: la pérdida de ceniza debido a la intensidad con que arde la flama en el
momento de quemar la muestra al aire y el cambio gradual en las sales minerales
con el calor, como el cambio de carbonatos a 6xidos; adhesion de las muestras
con un contenido alto de azucares, lo cual puede ocasionar pérdida de la muestra

y fusion del carbon a partes no oxidadas atrapadas de la muestra.

Procedimiento:

e Ponga a peso constante un crisol o capsula de porcelana por cada muestra
gue se va a analizar, lo cual significa dejarlo durante 15 minutos en la mufla a
una temperatura de 550° a 600°C.

e Deje enfriar el crisol en un desecador durante 15 a 20 minutos. Procure no
cerrar el desecador totalmente, ya que el calor de los crisoles puede provocar
que la tapa se proyecte y se rompa.

e Pese el crisol en balanza analitica e identifiquelo con el nimero que tiene

marcado en la parte inferior. Anote el peso.
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e Pese en el crisol 1-2 gramos de la muestra (sobre todo si va a determinar Ca
y P) de la muestra seca. Registre el peso exacto.

e Pre incinere la muestra exponiéndola a la flama del mechero de Bunsen

¢ Incinere la muestra en la mufla precalentada entre 550° y 600°C durante 2
horas.

e Pese el crisol con cenizas (ya no deben estar negras, si lo estan incinere otra

media hora) en la misma balanza que utilizé inicialmente. Anote el peso.

Célculo:

Peso de ceniza x 100

%Ceniza en base seca = P d n
eso de muestra

Determinacion de Carbohidratos. Se determiné por diferencia entre los

componentes encontrados.
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Anexo 13. Imagenes

Figura 10. Estadios de las hojas de lanche. Elaboracion propia (2018).

Figura 11. Filtracion del extracto de hojas de lanche. Elaboracion propia (2018).

108



Figura 12. Pesado de las hojas de lanche utilizadas. Elaboracion propia (2018).

Figura 13. Extracto obtenido a partir de las hojas de lanche con diferentes estadios. Elaboracién
propia (2018).
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