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Resumen

La horchata es una bebida tradicional del sur del Ecuador, elaborada generalmente con 28
especies de las cuales 16 son medicinales. Es conocida por los beneficios que aporta a la
salud del consumidor. El presente trabajo se enfoco en el estudio de los compuestos volatiles
de la bebida horchata. La extraccion de los compuestos se realizé mediante extraccion
liquido/liquido utilizando un solvente organico. La composiciébn quimica cualitativa y
cuantitativa de determiné mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS). Se identificé un total de 33 compuestos que representan un total del 94,18%.
Los compuestos mayoritarios fueron: sabinene (2,87%), myrcene (3,03%), a-phellandrene
(4,56%), terpinolene (6,45%), linalool (3,14%), citronellol (16,69%), nerol (5,04%), pulegone
(3,39%), geraniol (3,39%), 6-elemene (2,80%), a-cubebene (2,12%), neryl acetate (3,20%) y
E-methyl cinnamate (5,09%). Las actividades bioldgicas establecidas tedricamente de la
fraccion volatil de la horchata fueron: anticancerigena (56,24%), antibacteriana (37,58%),
antioxidante (26,63%), antifungico (13,59%) y antiinflamatorio (14,80%).

Palabras clave: Bebida horchata, cromatografia de gases, espectrometria de masas.



Abstract

Horchata is a traditional drink from southern Ecuador, generally made with 28 species, wich
16 are medicinal. It is known for the benefits it brings to consumer health. The presente work
focused on te study of the volatile compounds of horchata beverage. The extraction of the
compounds was performed by liquid/liquid extraction using an organic solvent. The qualitative
an guantitative chemical composition was determinated by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS). A total of 33 compound were identified, representing a total of
94,18%. The main compounds were: sabinene (2,87%), myrcene (3,03%), a-phellandrene
(4,56%), terpinolene (6,45%), linalool (3,14%), citronellol (16,69%), nerol (5,04%), pulegone
(3,39%), geraniol (3,39%), 6-elemene (2,80%), a-cubebene (2,12%), neryl acetate (3,20%) y
E-methyl cinnamate (5,09%). The biological activities reported were: anticancer (56,24%),
antibacterial (37,58%), antioxidant (26,63%), antifungical (13,59%) and anti-inflamatory
(14,80%)

Keywords: Horchata beverage, gas chromatography, mass spectrometry.



Introduccién

Ecuador es considerado uno los paises con mayor biodiversidad en el mundo. Debido
a la variedad de flora en el pais, facilita el estudio de estas especies que dia a dia generan
compuestos llamados metabolitos secundarios, cuya principal funcion es la proteccion de la
especie frente a depredadores.

Desde hace algunos afios se han utilizado las plantas de distinta forma para tratar
dolencias, enfermedades e infecciones causadas por bacterias, hongos vy virus. Es asi que
ha sido un atractivo para investigadores el estudiar las plantas con el fin de aislar compuestos
gue puedan ser implementados en la elaboracién de productos cosméticos, farmacéuticos y
alimenticios.

Hoy en dia existe una lista de plantas pertenecientes al territorio ecuatoriano,
especificamente en la region Sierra y Amazonica, que han sido estudiadas y catalogadas
como medicinales.

Las plantas medicinales se han utilizado principalmente en infusiones capaces de
contrarrestar sintomas causados por infecciones. En la regién sur del pais, en la provincia de
Loja, existe una bebida tradicional elaborada a partir de distintas especies medicinales,
Horchata.

Esta bebida por lo general se obtiene mediante la infusiobn de 28 especies, de las
cuales 16 son medicinales, algunas de ellas son: menta, hierba luisa, cedron, toronijil,
manzanilla. Se utiliza también flores como esencia de rosas, violetas, begonias, claveles,
malva olorosa y malva blanca.

En base a lo antes mencionado, se ha establecido como objetivo general el estudio
de los compuestos volétiles de la bebida tradicional ecuatoriana horchata. Para ello se
determinard los compuestos volatiles presentes en la bebida mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y se establecera de manera tedrica la
actividad biolégica que poseen los compuestos mayoritarios.

El trabajo se divide en tres principales capitulos. El capitulo consta de un marco teérico

en el cual se presenta definiciones correspondientes al tema de investigacion. En el capitulo



dos se describe la metodologia implementada en la investigacion como la obtencion de la
infusion de la bebida, su procesamiento y los equipos utilizados. El capitulo 3 se presentan
los resultados del estudio. Finalmente se establecen las conclusiones y recomendaciones de
la investigacion.

El presente estudio brindara informacion importante y relevante sobre la composiciéon

qguimica de la bebida horchata y de la propiedad biol6gica de que esta posee.



Capitulo uno

Marco teorico

1.1 Generalidades

Ecuador es considerado como un pais mega diverso debido a que posee variedad de
flora y fauna lo cual permite que estas especies sean objeto de investigacion. Ademas, es
reconocido por poseer gran diversidad de recursos naturales que pueden aprovechar para
elaborar distintos productos alimenticios (Mufiiz D. Rodriguez R. Contreras J., 2013).
1.2 Infusiones y bebidas

Una infusion es un tipo de bebida que se obtiene al colocar de distintas partes de la
planta (hojas secas, frutos y flores) en agua a punto de ebullicion y dejando reposar durante
algunos minutos (Elizabeth Mufioz-Veladzquez et al., 2012). El consumo este tipo de bebidas
se ha incrementado en los ultimos afios debido a su sabor agradable y principalmente por los
efectos benéficos a la salud que estas poseen. Las infusiones mas preparadas son de
manzanilla (Matricaria recutita), menta (Mentha piperita) y hierbaluisa (Cymbopogon citratus).

De estas especies se destaca la actividad antiinflamatoria, capacidad antioxidante y
actividad antimicrobiana (Elizabeth Mufioz-Velazquez et al., 2012).
1.3 Horchata

La horchata lojana es una bebida tradicional de la provincia de Loja — Ecuador. Esta
bebida se distingue de otras que llevan el nombre de “horchata” por su color rubi y por su
preparacion que es a base de distintas plantas medicinales (Armijos et al., 2020). En su
preparacion se utilizan mas de 10 especies medicinales, las principales son: cedrdn,
manzanilla, hierba luisa, malva olorosa, toronjil, menta, linaza, malva blanca, malva rosa,
llantén, congona, entre otras. Esta bebida se puede consumir directamente, o ya sea
agregando limén, panela, aztcar o miel de abeja, ademas de ser una bebida que acompafia
a cualquier comida en este punto del pais.

De manera tradicional, estas especies se expenden en mercados locales como atados

0 manojos”, que es una bolsa con todas las especies juntas, sin embargo, actualmente



algunas empresas lojanas se han dedicado al rescate de esta bebida tradicional mediante la
industrializacién de las hierbas con el fin de obtener un producto facil de utilizar para poder
preparar la bebida, e incluso llegar a expender la bebida ya preparada. Algunas de estas
marcas se expenden en lo supermercados locales y algunas han logrado exportar sus
productos, siendo estos atractivos para quienes residen en el exterior.

Cada una de las especies utilizadas en la elaboraciéon de la bebida, presente cierto
beneficio medicinal, es por eso que hace algunos afios los guerreros bebian la horchata antes
de sus luchas (Armijos et al., 2020), o por el contrario se administraban para tratar molestias
como dolor de estomado, infecciones causadas por agentes patdgenos y como
antiinflamatoria.

1.4 Preparacion

Armijos et al., (2020) describe la preparacion de la horchata como una mezcla de 20
especies entre plantas y flores. La forma de prepararla es distinta, dependiendo de la zona
geogréfica en la cual se encuentre. Algunas veces se endulza con azucar de cafia, miel de
abeja o edulcorantes naturales como stevia. De igual forma varias personas le agregan séabila
por un posible efecto beneficioso en el organismo.

1.5 Especies utilizadas

Las especies utilizadas son muy diversas pudiendo llegar incluso a 63 plantas
diferentes, la mayoria de infusiones (horchata) se elaboran con alrededor de 20 6 30 especies
vegetales. Las mas utilizadas se describen a continuacion.

Malva esencia

Es una hierba que pertenece a la familia Malvaceae, cuyo género es Malva y se la
conoce cientificamente como Malva sylvestris (Figura 1). Se utiliza esta especie en infusion
para tratar procesos inflamatorios, como analgésico, diurético, y antidiarreico (Armijos et al.,
2020).

Figura 1. Malva sylvestris (Malva comun)



Mentha piperita

Comunmente llamada menta, es una especie aromatica que pertenece a la familia
Lamiaceae, del género Mentha y de nombre cientifico Mentha piperita (Figura 2). Esta especie
es utilizada en infusién como analgésico, antidiarreico, antiinflamatorio, antitusivo y digestivo
(Armijos et al., 2020).

Figura 2. Mentha piperita (Menta)




Cymbopogon citratus

Esta especie pertenece a la familia Poaceae, del género Cymbopogon cuyo nombre
cientifico es Cymbopogon citratus (Figura 3). Como infusién se utiliza como antiflatulento,
analgésico, digestivo, expectorante, antiinflamatorio, ademas relaja el sistema nervioso y trata
sintomas relacionados con la gastritis (Armijos et al., 2020).

Figura 3. Cymbopogon citratus (Hierba Luisa)

Aloysia triphylla

Hierba aromatica de la familia Verbenaceae, del género Aloysia de nombre cientifico
Aloysia triphylla (Figura 4). De utiliza mediante infusién para tratar procesos inflamatorios,
espasmos gastricos, analgésico, digestivo y diurético

Figura 4. Aloysia triphylla (Cedrén)



Melissa officinalis

Esta especie pertenece a la familia Lamiaceae, del género Melissa cuyo nombre
cientifico es Melissa officinalis (Figura 5). Su infusidon es utilizada para tratar procesos
inflamatorios, ademas usado como analgésico, antiespasmédico y para tratar alergias y

dolores de cabeza (Armijos et al., 2020).

Figura 5. Melissa officinalis (Toronjil)

Matricaria recutita

Especie de la familia Asteraceae, del género Matricaria cuyo nombre cientifico es
Matricaria recutita (Figura 6). Se realiza una infusién para tratar procesos inflamatorios,
ademas usado como sedante, antiflatulento, antihelmintico y digestivo (Armijos et al., 2020)..

Figura 6. Matricaria recutita (Manzanilla)
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Alcea rosea

Especie vegetal de la familia Malvaceae, del género Alcea cuyo nombre cientifico es
Alcea rosea (Figura 7). Mediante infusion es utilizada para tratar procesos inflamatorios y
también como diurético y analgésico (Armijos et al., 2020).

Figura 7. Alcea rosea (Malva olorosa)

1.6 Aceites esenciales

Los aceites esenciales tienen una composicion caracteristica y muy compleja. Posee
componentes aromaticos volatiles los cuales son responsables de su aroma caracteristico.
Estos son utilizados en la industria cosmética, de alimentos y farmacéutica. Por lo general el
método aplicado para la obtencién de aceite esencial es destilacion por arrastre de vapor.
(Martinez, 2001).

Los aceites esenciales son mezclas complejas de 100 o mas componentes. Estos
pueden ser: compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos,

cetonas, ésteres); monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpronanos (Martinez, 2001). Estos se
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distribuyen ampliamente en familias de plantas. Se puede obtener el aceite esencial de
diferentes partes de la planta: hojas, tallo, raiz, flores y frutos (Martinez, 2001).

Los aceites esenciales son volatiles a temperatura ambiente. El olor es variado y
depende de la composicién quimica los cuales pueden ser fuertes, dulces o picantes. Algunos
agradables y otros no muy agradables para el olfato. Son solubles en alcohol y en solventes
organicos como éter y cloroformo. Son liposolubles y muy poco solubles en agua (Quijano
Celis, 2007).

En su mayoria, los aceites esenciales poseen un olor agradable, sin embargo, existen
algunos que poseen olor desagradable, tal es el caso del ajo y cebolla, cuyo olor se debe a
gue contienen compuestos azufrados (Martinez, 2001).

Existen diversos métodos para la extraccion de aceite esencial. Martinez, (2001)
describe en su estudio algunos tipos de extraccion de aceite esencial. Métodos como
expresion, extraccion con solventes volatiles, extraccion con fluidos supercriticos, enfleurage
y destilacion por arrastre de vapor, son algunos de los diversos métodos que existen siendo
este Ultimo el mas utilizado.

La destilacion por arrastre de vapor se utiliza a nivel de industria debido a su alto
rendimiento, pureza del aceite y porque no requiere tecnologia sofisticada. Se utiliza muestra
fresca y cortada en trozos pequefios, se introduce en un balén de aforo junto con agua y es
calentado hasta punto de ebullicion. Esto causara que las vacuolas se rompan vy liberen su
aceite esencial el cual sera arrastrado por una corriente de vapor de agua y posteriormente
condensada, recolectada y separada de la parte acuosa. Dichos aceites esenciales presentan
una composicion compleja, cuyos componentes pueden ser empleados en la industria
farmacéutica, cosmética y alimentaria ya que poseen distintas propiedades bioldgicas que
pueden ser aprovechadas en la elaboracion de distintos productos.

1.7 Composicion quimica de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales generalmente constituyen valores <0.01% hasta valores >3%

del peso seco de la planta . Son liquidos con poca solubilidad en agua, solubles en alcoholes

y disolventes organicos. La mayoria de los aceites son menos densos que el agua (con
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excepciones como los aceites esenciales de canela, sasafras y clavo) y tienen un alto indice
de refraccion. En lo que respecta a su composicion quimica, suelen ser mezclas complejas
de constituyentes muy variables que pertenecen casi exclusivamente al grupo de los terpenos
y al grupo de los compuestos aromaticos. Los compuestos terpénicos estan formados por
unidades de isopreno (5 carbonos), que pueden ser monoterpenos (10 carbonos) y
sesquiterpenos (15 carbonos). Los monoterpenos y sesquiterpenos pueden ser, a su vez,
aciclicos, monociclicos y biciclicos, y también oxigenados y no oxigenados. Las principales
rutas biosintéticas son la ruta del mevalonato, la ruta del metileritritol y finalmente la ruta del
acido shikimico. Las rutas biosintéticas mencionadas anteriormente conducen a
sesquiterpenos, mono Yy diterpenos y fenilpropenos, respectivamente (Koshchaev et al.,
2022).
1.7.1 Sabinene

El sabineno (4 — metileno — 1 — (1metiletil)[3.1.0] hexano), de formula CioH1s y peso
molecular 136,23 g/mol, es un monoterpeno biciclico aislado de los aceites esenciales de
diversas plantas. Se utiliza como aditivo en alimentos y en la elaboracién de agentes
aromatizantes (Rosell6-Soto et al., 2019).

Figura 8. Estructura quimica de Sabinene

1.7.2 Mirceno

También conocido como myrcene ( 7 — metil — 3 — metilideneocta — 1,6 — dieno), de
formula molecular CioHis, € un monoterpeno aciclico derivado insaturado del 2,6 —
dimetiloctano. Posee un peso molecular de 136,23 g/mol. Aparece como liquido aceitoso
amarillento de olor agradable ulce o citrico. Es insoluble en agua. Se utiliza en la elaboracién

de ambientadores y productos de limpeza (Rosell6-Soto et al., 2019) .
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Figura 9. Estructura quimica de Mirceno

/\H/\/Y
1.7.3 a-Phellandrene
Alfa-fellandreno (1,3-cyclohexadiene, 2-methil-5-5(1-metiletil)- a-fellandrene), de peso
molecular 136,23 g/mol y formula molecular C10H16, €S un par de isomeros de doble enlace
de monoterpeno ciclico de felandreno en el que los dobles enlaces son endociclicos. Es un

compuesto volatil y actila como agente microbiano (Rosell6-Soto et al., 2019).

Figura 10. Estructura quimica de a-Phellandrene

1.7.4 1,4-Cineole

El 1,4-cineol (1-metil-4-propan-2-il-7-oxabiciclo[2.2.1]heptano),de férmula molecular
Ci10H150, y peso molecular 154,25 g/mol, es um oxabicicloalcano que tiene funcién como
insecticida y depresor del sistema nervioso central (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 11. Estructura quimica de 1,4-cineole
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1.7.5 Terpinolene

Llamado también terpinoleno (1-metil-4-propan-2-ilidenociclohexano) de férmula
molecular CioHis y peso molecular 136,23 g/mol, es um liquido blanco. Presenta dobles
enlaces en la posicion 1y 4. Tiene funcion de sedante y actia como repelente de insectos.
También se utiliza para fabricar plasticos y resinas (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 12. Estructura quimica de Terpinolene

1.7.6 Linalool

El linalool (3,7-dimetilocta-1,6-dien-3-0l) de férmula molecular CioH1s0 y peso
molecular 154,25 g/mol, es un monoterpeno sustituido por grupos metilo en las posiciones 3
y 7. Actiia como agente microbiano y se utiliza también como fragancia. Se considera también
como un alcohol terciario (Rosellé-Soto et al., 2019) .

Figura 13. Estructura quimica de a-phellandrene

1.7.7 Citronellol
El citronellol (3,7-dimetiloct-6en-1-ol) de formula molecular C1oH200 y peso molecular

156,26 g/mol, es um monoterpeno sustituido por um grupo hidroxi em la posicién 1 y grupos



15

metilo en las posiciones 3 y 7. Se utiliza como potenciador de fragancia y repelente de
mosquitos. Ademas se utiliza en cremas, lociones y produtos de beleza (Rosell6-Soto et al.,

2019) .

Figura 14. Estructura quimica de Citronellol

1.7.8 Ocimenone
De férmula molecular C10H140, y peso 150,22 g/mol.

Figura 15. Estructura quimica de Ocimenone

1.7.9 Nerol

El nerol (3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol,(Z)-), cuya férmula molecular es CioH150 y peso
molecular 154,24 g/mol, es un monoterpeno y um aldehido alqueno. Se aisla de aceites
esenciales de algunas especies como el limén. Actlia como innductor de apoptosis (Rosell6-

Soto et al., 2019) .

Figura 16. Estructura quimica de Nerol

OH
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1.7.10 Pulegone

Tambien conocida como pulegona (metil-2-(1-metiletildiene)ciclohexanone), de
férmula molecular C10H160 y peso molecular 152,23 g/mol, es un monoterpeno que emite un
aroma a menta levemente alcanforado. Es utilizado en la industria de los dulces por su sabor
y olor agradable a menta (Rosellé-Soto et al., 2019) .

Figura 17. Estructura quimica de Pulegone

1.7.11 Neral

Es un enal (22)-3,7dimetiloctanal-2,6-dienal, con formula molecular C10H160 y peso
molecular 152,23 g/mol. Es aislado de el aceite esencial de especies vegetales como el limon.
Induce a la apoptosis (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 18. Estructura quimica de Neral

Y

1.7.12 Geraniol
El geranoil 2,6-octadien-1-ol,3,7-dimetil-,(2E)-, de fdrmula molecular C10H1s0, y peso

molecular 154,25 g/mol, es um liquido aceitoso de color amarillo palido con un olor dulce a
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rosas. Es um monoterpenoide que posee dos unidades de prenilo unidas de cabeza a cola

con un grupo hidroxi en el extremo de la cola (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 19. Estructura quimica de Geraniol

1.7.13 Elemene <6->

Delta elemene ((3R, 4R)-4-etenil-4metil-1-propan-2-il-3-prop-1-en-2-ciclohexeno),
de férmula molecular CisH24, y peso molecular 204,35 g/mol. Es un sesquiterpeno que es
ciclohexano y esta sustituido em las posiciones 1, 3, 4, y 4 por cuatro grupos isopropilo,
isopropenilo, metilo y vinilo, respectivamente. Considerado como inductor de apoptosis
(Rosellé-Soto et al., 2019) .

Figura 20 Estructura quimica de 6-Elemene

1.7.14 Cubebene <a->

Alfa — cubebeno (1R, 5S, 6R, 7S, 10R)-4,10-dimetil-7-propan-2-iltriciclo[4.4.0.0 1-®]dec-
3-eno) de formula molecular CisH24, y peso molecular 204,35 g/mol. Es un sesquiterpeno
triciclico aislado de citricos, manzanilla y tomillo (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 21. Estructura quimica de a-Cubebene
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1.7.15 Neryl acetate

Acetato de nerilo (2,6-octadien-1-o0l-3,7-dimetil-,acetate,(2)-), de férmula molecular
C12H2002, y peso molecular 196,28 g/mol. Es un éster de acetato producto de la condensacion
formal de un grupo hidroxi del nerol con un grupo carboxi del acido acético. Se utiliza como
agente aromatizante y también como aditivo alimentario (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 22. Estructura quimica de Neryl acetate

0O-Ac

1.7.16 Methyl cinnamate <(E)->

Cinamato de metilo ((E)-3-feilprop-2-enoato de metilo), de férmula molecular
C10H1002, y peso molecular 162,18 g/mol. Es un éster metilico y un cinamato de alquilo. Es
de color blanco o transparente con un olor fuerte y aromarico. Se utiliza en la industria de
perfumes (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 23. Estructura quimica de E-Methyl cinnamate
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1.7.17 Geranyl acetate
Acetato de geranilo [(2E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienillacetato, de formula molecular
C12H2002, y peso molecular 196,29 g/mol. Es un monoterpeno que es el éster de acetato

derivado del geraniol. Es un liquido transparente con olor a lavanda (Rosell6-Soto et al., 2019)

Figura 24. Estructura quimica de Geranyl acetate

1.7.18 Humulene <B->

Beta humuleno (1,5-cycloundecadieno, 1, 4, 4-trimetil-8-metileno-,(E,E)- de férmula
molecular CisH24, y peso molecular 204,35 g/mol. Consiste en un anillo de 11 miembros, trés
unidades de isopreno que contienen los dobles enlaces. Es un producto natural que se
encuentra em la familia Asteraceae (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 25. Estructura quimica de p-Humulene
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(L

1.7.19 Cadinene <6->

Delta cadinene (naphtalene, 1, 2, 3, 5, 6, 8a-hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-metiletil)-,(1S-
cis)-, de formula molecular C15H24 y peso molecular 204,35 g/mol. Pertenece al grupo de
sesquiterpenos cadineno en donde los dobles enlaces estan ubicados em las posiciones 4-
42y 7-8 (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 26. Estructura quimica de 6-Cadinene

1.7.20 Spathulenol

Espatulenol 1H-cycloprop(e)azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene-,
(1aR-(1aa,4aa,7B,7aB,7ba))-, de férmula molecular C1sH240 y peso molecular 220,35 g/mol.
Es un sesquiterpeno triciclico que lleva tres sustituyentes metilo en las posiciones 1,1y 7. Un
sustituyente hidroxi en la posicidn 7. Se utiliza en anestésicos y como un agente vasodilatador
(Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 27. Estructura quimica de Spathunelol
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1.7.21 Caryophyllene oxide

Oxido de cariofileno (1R,4R ,6 R,10 S )-4,12,12-trimetil-9-metiliden-5-
oxatriciclo[8.2.0.0 46 Jdodecano, de férmula molecular CisH240 y peso molecular 220,35
g/mol. Es un terpenoide oxigenado, producto metabdlico del cariofileno. Se una como
antifingico (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 28. Estructura quimica de Caryophyllene oxide

1.7.22 Cadinol <epi-a->

Epi-alfa cadinol (1-naththalenol, 1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahydro-1,6-dimethyl-4-(1-
methylethyl)-,(1S-(1a,4a,4aa,8a))-, de férmula molecular CisH260 y peso molecular 222,37
g/mol. Es un sesquiterpenoide de cadinano que es cadin -4-eno que lleva un sustituyente
hidroxi en la posicién 10 (Rosell6-Soto et al., 2019) .

Figura 29. Estructura quimica de Epi- a -cadinol
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Capitulo dos

Metodologia

2.1 Preparacion de la bebida horchata

En la siguiente figura se describe el proceso para la obtencion de la bebida horchata.

Figura 30. Descripcion del proceso de obtencion de la bebida tradicional ecuatoriana horchata.

Recepciéon materia prima Horchata “La Tisanita”

Seleccion

Pesado

Infusion

Envasado

Enfriado

Etiquetado y clasificacion

Almacenamiento




2.2 Extracciéon de los compuestos volatiles
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Una vez obtenida la infusién, se extrajo los compuestos volatiles mediante extracion

liquido/liquido con el uso de un solvente organico, diclorometano.

Figura 31. Descripcion del proceso de extraccion de los compuestos volatiles de la bebida tradicional

ecuatoriana horchata.

Muestra de Horchata

Colocar 5 mL de diclorometano a cada muestra.

Reposo

Separacio

n de fases

Desecar (sul

fato anhidro)

Recoleccion de solvente

Lectura cro

matografica

Determinacion de indice de Kovats

Almacenamiento
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2.3 Corrida cromatografica de la bebida horchata.
Previo al analisis mediante cromatografia, fue necesario preparar la muestra para
inyectarla en el equipo. En la figura 32 se describe los pardmetros utilizados en el mismo.

Figura 32. Descripcién del sistema utilizado por el equipo cromatografico de gases acoplado a

espectrometria de masas (GC-MS)

Horno:
e Temperatura inicial: 120°C.
e Tiempo inicial: 20 min.
e Temperatura final: 260°C.

Detector:
e Temperatura: 250 °C.
e Gas: Nitrogeno.

Sistema de inyeccion:
e Modo: Splitless.
e Temperatura inicial: 250 °C.
e Gas: Helio

Columna:

e DB5- MS.
Temperatura maxima: 250 °C.
Modo: Flujo constante.
Flujo inicial nomidal: 142,4 pka.
Velocidad promedio: 50 cm/seg.
Presion de salida: vacio.

Inyector:
¢ Volumen de inyeccion: 1 uL.
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2.4 Determinacion de los compuestos mayoritarios de la bebida horchata mediante
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de masas (GC-MS).

El andlisis de la bebida Horchata se realizé mediante el uso de cromatégrafo de gases
(Aliegent 6890 Series) acoplado a espectrometria de masas (Aligent 5973 Inert Series)
equipado con un inyector automatico de tipo Split / Splitless (7683 Series). De igual forma
trabaja con un sistema computarizado MSD — Chemistation D.01.00 SP1 y un detector de
ionizacion de llama (FID) provisto de un generador de hidrogeno “Gas Generator 9150
Packard). Se utiliz6 una colunma capilar no polar para el analisis cromatografico. Colunma
DB5 — MS (30m x 0,25mm y espesor de pelicula de 0,25 um), cuya recubierta interna es de
Fenilmetilpolisiloxano al 0,5%.

2.5 Identificacién cualitativa y cuantitativa de los compuestos quimicos de la bebida
de Horchata.

La identificacion de los compuestos volatiles presentes en la bebida tradicional
horchata, fue realizada em base a tiempos de retencion tomando em cuenta el indice de
retencién y espectros de masa de cada uno de los compuestos, los cuales fueron cmparados
com la biblioteca WILEY 7, incluida en el equipo.

Al final de la corrida cromatogréfica, se mostré el cromatograma correspondiente a la
muestra inyectada en el equipo. Esta grafica muestra distintos picos que pertenecen al tiempo
de retencidn y concentracion de los compuestos. De igual forma, calculé el indice de retencién

de Kovats aplicando la siguiente férmula:

tRx — tRn

IR =100n + (100 *m

IR: indice de retencién de lineal.
n: Numero de atomos de carbono en el alcano.
tRx: Tiempo de retencion del compuesto analizado.

tRn: Tiempo de retencion del alcano que eluye antes del compuesto analizado.
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tRN: Tiempo de retencion del alcano que eluye después del compuesto.

Luego de haber calculado el IR, se compararon dichos valores com bibliografia de
(Adams 2017). Se tomd em cuenta uma diferencia de + 10. De igual forma el nimero de CAS
fue importante para identificar el compuesto de una manera mas rapida.

2.6 Recopilaciéon de informacion sobre la composicion quimica y actividad biolégica
de la horchata

Se establecieron fuentes primarias y secundarias de informacién. Como fuentes
primarias se tiene los trabajos que contegan informacion de primera mano, tales como: libros,
articulos cientificos y ensayos. Como fuentes secundarias se tiene a los sitios web que
contienen informacién procesada de las fuentes primarias.

De igual forma se han tomado en cuenta algunas consideraciones para la recopilacién de
informacion:
- Los articulos deben hacer referencia a la evaluacion de la actividad biolégica
sobre los compuestos estudiados.
- Los articulos y ensayos deben presentar resultados.
- Se tomaré en cuenta estudios realizados posterior al afio 2000 hasta el afio en
curso (2022)

Se han tomado en cuenta distintas bases de datos para obtener informacion como:
Scopus, DSPACE, ScienceDirect, PubChem y Web of Science, dentro de los cuales se
consideraron articulos cientificos y ensayos clinicos de revistas de alto impacto, excluyendo
tesis de pregrado y posgrado.

Se realizé la recopilacion de informaciéon mediante la revision de las propiedades perjudiciales
y benéficas de los compuestos mayoritarios de la bebida horchata que se mencionan en las
distintas fuentes bibliograficas.

2.7 Determinacién tedrica de la actividad biolégica de la horchata

Conociendo el porcentaje de abundancia relativa y la actividad biol6gica de cada compuesto,
se determind la actividad tedrica de la parte volatil de la horchata mediante la blusqueda

bibliografica de las actividades de los compuestos mayoritarios.
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Capitulo tres
Resultados y discusion
3.1 Composicion quimica de la bebida Horchata
La composicion de la fraccion volatil de la bebida horchata se determind mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) en columna no polar
DB5-MS. Los compuestos presentes en la bebida se detalla en la tabla 1, los cuales se

disponen en orden correspondiente a la deteccién en el equipo y resaltados los mayoritarios.

Tabla 1.

Composicion quimica de la horchata
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Peak RT Compound RI Riref %2 SD mg/L SD TC
1 4,73 Hexenal <(2E)-> 844 846 0,81 0,04 0,3 0,0 OTC
2 511 Hexenol <(32)-> 851 850 0,26 0,01 0,1 0,0 OTC
3 5,31 Hexenol <(2E)-> 855 854 052 011 0,2 0,0 OTC
4 5,48 Hexenol <(22)-> 858 859 059 0,03 02 0,0 OTC
5 7,28 Heptenal <(42)-> 892 893 0,77 0,04 0,3 0,0 OTC
6 10,77 Sabinene 966 969 287 0,14 172 0,1 ALM
7 11,57 Myrcene 983 988 3,03 0,15 1,3 0,1 ALM
8 12,63 Phellandrene <a-> 1005 1002 456 0,23 19 0,1 ALM
9 12,81 Cineole <1,4-> 1009 1012 1,57 0,17 0,7 0,1 OXM
10 16,07 Terpinolene 1078 1086 6,45 190 2,7 0,8 ALM
11 16,08 Linalool 1089 1095 3,14 0,75 1,3 0,3 OXM
12 21,50 Terpineol <y-> 1194 1199 093 005 04 0,0 OXM
13 22,52 Citronellol 1216 1223 16,69 2,04 7,0 09 OXM
15 22,73 Nerol 1221 1227 504 135 21 0,6 OXM
16 22,77 Pulegone 1222 1233 339 053 14 02 OXM
17 23,17 Neral 1230 1235 1,29 0,06 05 0,0 OXM
18 23,88 Geraniol 1246 1249 16,02 2,94 6,7 1,2 OXM
19 27,79 Elemene <5-> 1334 1335 2,80 0,14 172 0,1 ALS
20 28,25 Cubebene <a-> 1344 1345 2,12 0,11 0,9 0,0 ALS
21 28,93 Neryl acetate 1360 1359 3,20 0,16 1.3 0,1 OTC
22 28,95 Methyl cinnamate <(E)-> 1362 1376 5,09 0,25 21 0,1 OXM
23 29,34 Geranyl acetate 1369 1379 1,34 0,07 0,6 0,0 OTC
24 32,23 Humulene <B-> 1438 1436 0,69 0,03 0,3 0,0 ALS
25 35,57 Cadinene <6-> 1521 1522 1,57 0,08 0,7 0,0 ALS
26 37,85 Spathulenol 1579 1577 1,40 0,07 0,6 0,0 OXS
27 38,09 Caryophyllene oxide 1585 1582 0,63 0,03 0,3 0,0 OXS
28 40,27 Cadinol <epi-a-> 1643 1638 1,18 0,16 05 0,1 OXS
29 43,27 Farnesol <(2Z,6E)-> 1726 1722 0,59 0,03 0,2 0,0 OXS
30 47,88 Farnesyl acetone <(Z,2)-> 1860 1860 0,79 0,04 0,3 0,0 OXS
31 48,68 Farnesyl acetone <(5E,92)-> 1883 1886 1,45 0,07 0,6 0,0 OXS
32 51,67 Geranyl linalool <(E,Z2)-> 1976 1987 0,59 0,03 0,2 0,0 OTC
33 54,51 Octadecanol <n-> 2067 2077 0,37 0,02 0,2 0,0 OTC

Aliphatic monoterpens hydrocarbons (ALM) 16,91
Oxygenated Monoterpens (OXM) 55,59
Aliphatic sesquiterpens hydrocarbons (ALS) 7,18
Oxygenated Sesquiterpens (OXS) 6,04
Other compounds (OTC) 8,46

Total identified 94,18

RT: tiempo de retencion; RI: indice de retencién; Rlref: indice de retencion de referencia; SD:
desviacion estandar; TC: tipo de compuesto.

3.2 Compuestos mayoritarios en la bebida Horchata

Se identificé un total de 33 compuestos de la bebida horchata, correspondiente al

94,18%, de lo cuales los mayoritarios son: Sabinene (2,87%), myrcene (3,03%), a—

phellandrene (4,56%), terpinolene (6,45%), linalool (3,14%), citronellol (16,69%), nerol
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(5,04%), pulegone (3,39%), geraniol (16,02%), &-elemene (2,80%), a-cubebene (2,12%),
neryl acetate (3,20%) y E-methyl cinnamate (5,09%). Se pueden ver en la siguiente grafica

Figura 33.

Compuestos mayaoritarios de la bebida tradicional ecuatoriana horchata

Compuestos mayoritarios Horchata
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Nota. La figura expone los compuestos mayoritarios de la bebida horchata posterior al analisis

cromatografico.

3.3 Analisis de los compuestos mayoritarios de la bebida tradicional ecuatoriana
horchata
3.3.1 Sabinene

Pertenece a la familia de los terpenos cuya férmula molecular es CioH16. Utlizado en
la industria de perfumes como aromatizante, y en la industria farmacéutica conocido por su
actividad antifangica y antiinflamatoria (Z. Wang et al., 2021).

La horchata al ser producto de una mezcla vegetal, presenta distintos compuestos
pertenecientes a varias familias de especies vegetales. Es asi que Ballesteros et al., (2019)
en su estudio del género piperaceae, mostraron resultados frente a la presencia de sabinene
en el aceite esencial de la especie Piper carpunya (1,4%). De la misma forma, Armijos et al.,
(2020) analizaron el conjunto de especies de la horchata, una de ellas fue Peperomia congona
(Piperaceae) y Matricaria Recutita (Asteraceae), dejando el evidencia la presencia de
sabinene en su composicién. Por su parte Hulley et al., (2019), analizaron una familia
(Asteraceae) y especie distinta (Pentzia punctata) cuyos resultados determinaron que

tambien este compuesto se encuentra presente en esta especie (2,6%).
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Ballesteros et al., 2019 afirma que la presencia de este compuesto contribuye al
mejoramiento de los desdrdenes gasrtricos causados por Helicobacter pylori. Mientras que
Armijos et al., (2020) menciona el efecto benéfico frente a la ansiedad y al sistema digestivo.

Tabla 2.

Estudios sobre actividad biol6gica del compuesto Sabinene

Sabinene
Actividad Dosis de Control Control ,
Modelo S . L Estudio
Reportada aplicacién Negativo positivo
Linea HelLa
Linea
. . HCT116 (Vuko et al.,
Anticancer In vitro Linea No presenta No presenta 2021)
u20S
7,33 mg/L
E. coli Peniciilina
Antibacteriano In vitro 0,98 No presenta /
mM/mL (0,1 mg/mL)
(Sharma et
Antioxidante In vitro 50 ug/mL No presenta ascorbico
(2,8 mM)

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto Sabinine presente en el andlisis
de los compuestos mayoritarios de la horchata.
3.3.2 Myrcene

La presencia de myrcene se ha reportado en el aceite esencial de diversas especies
vegetles. Una de ellas es Rosmarinus officinalis perteneciente a la familia Lamiaceae. Melero-
Bravo et al., (2022) luego de analizar la especie, mostraron la presencia de myrcene (11,3%),
mientras que Armijos et al., (2020) reportaron que el myrceno se encontraba en un 5,2% en
aceite esencial extraido de una mescla de plantas frescas.

En ambos casos realizaron el analisis en especies de la misma familia, sin embargo
los resultados evidencian diferencia en comparacion al presente estudio. Dicha diferencia se
debe a la forma en que se analizaron las muestras. Armijos et al., (2020) realiz6 el analisis

de las plantas en conjunto que componen la horchata, mientras que Melero-Bravo et al.,
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(2022) realiz6 el andlisis de una sola especie vegetal. En ambos casos las cantidades de
materia vegetal utilizadas son diferentes, lo cual justifica el contenido del compuesto en los
estudios.

Tabla 3.

Estudios sobre actividad bioldgica del compuesto Myrcene

Myrcene
Actividad Model Dosis de Control Control ,
S . L Estudio
Reportada 0 aplicacion Negativo positivo
MIC contra
S.aureus:
0,635 mg/mL. Tween-80 10%
. . MIC contra v/v (control de
Antlba;:terlan In vitro E.coli: 0,635 crecimiento) No presenta Ee?.a\l(. \2/\6??92)]
mg/mL. MIC  Blanco (control N
contra negativo)
Salmonella:
1,598 mg/mL
TCOD2 (Gifigi et al
Antioxidante Invivo 200 mg/kg/dia  Aceite de maiz  ug/kg/seman 2011) "
a
Carbenoxolo
Gastro . 0 na 100 mg/kg (Bonamin et
protectora In vivo 7.50 mg/kg Tween 80 8% Lansoprazol al., 2014)
30 mg/kg
Timol en .
L . ICs0 de DPPH: Blanco _ (Ojeda-sana
Antioxidante  In vitro 4 5mL/mL (DPPH) etgnrgg?r.rf etal., 2013)

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto Myrcene presente en el analisis
de los compuestos mayoritarios de la horchata.
3.3.3 a- Phellandrene

Se ha destacado la presencia de phellandrene en la familia Piperaceae. Es asi que
(Ballesteros et al., 2019) indica que el phellandrene se encuentra en esta especie en 1,1%,
mientras que Silva Da Costa et al., (2022) mencionan que se presenta en un 17,7%. Por su
parte, Armijos et al., (2020) en su estudio reportaron la presencia de phellandrene en 2,5%,
con respecto a la mezcla de plantas que utilizaron. Dicha diferencia se justifica por la forma
en que fueron tratadas las muestras. Silva Da Costa et al., (2022) analizaron una sola especie
vegetal por lo que su contenido es mucho mayor, a diferencia de Armijos et al., (2020); y

Ballesteros et al., (2019) que determinaron la composicidn quimica en mezclas de plantas.
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Tabla 4.

Estudios sobre actividad biolégica del compuesto a-Phellandrene

a-Phellandrene

Actividad Model Dosis de Control Control .
. ) . . Estudio
Reportada o] aplicacién Negativo positivo
Células
murimas de

5 fluoruroacil  (Pinheiro-

Anticancer  Inviro  _Mmelanoma DMSO0,1%  (0,078—5 Neto et al,
B-16/F-10/S- saiml) 2021)
180
50 mg/kg
.. (de Christo
Antunrfilgmato In vitro 100 uM/mL 1 bgP/?nL 500 uM/mL Scherer et
al., 2019a)

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto a-Phellandrene presente en el
analisis de los compuestos mayoritarios de la horchata.
3.3.4 Terpinolene

Zimmermann et al., (2022) analizaron el aceite essencial de la especie Malaleuca
rhaphiophylla, perteneciente a la familia Myrtaceae, mostrando como resultado la presencia
de terpinolene en 28,72%. De igual forma realizaron (Assuncao et al., 2022) en su estudio a
la especie Malaleuca armillaris cuya concentracion de terpinolene fue de 57,65%. Ambos
estudios establecen um valor mayor al que se obtuvo en esta investigacién, lo cual justifica
en la cantidad de especie vegetal utilizada asi como también la especie empleada en el
estudio. Es evidente que a pesar de tratarse de la misma familia, la especie juega um papel
importante em la produccion de estos compuestos. Cabe recaltar que este compuesto es
empleado en la industria farmacéutica como sedante y repelente de insectos.

Tabla 5. Estudios sobre actividad biolégica del compuesto Terpinolene

Terpinolene

Actividad Dosis de Control Control
Modelo

s o, ) . Estudio
reportada aplicacion negativo positivo
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Linea
Anticancer In vitro celular Trolox 34,5 H,0, (Aydin et al.,
cerebral mmol/L 2,1 mmol/L 2013)
100 mg/L
(de  Christo
Antiinflamatoria  In vitro ul\l/lcl)r?1L 1 LI]P/?nL 500 uM/mL  Scherer et al.,
9 2019b)
(de Christo
Antioxidante In vitro ul\l/l(/)r?1L 1 LLJP/?T]L 205 lal(\;/lll:mL Scherer et
9 al., 2019h)

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto Terpinolene presente en el
andlisis de los compuestos mayoritarios de la horchata.
3.3.5 Linalool

Estudios han establecido la presencia de linaool en la familia Apiacea, quizé la especie
mas representativa de esta familia sea Foeniculum vulgare, o comunmente conocida como
hinojo. Estudios como Bouzekri et al., (2022) afirma que el contenido de linalool en el hinojo
es de 1,76%, sin embargo, en la especie Coriandrum sativum de la misma familia, el
contenido de linalool es de 54,46%. Es evidente la diferencia, pero en comparacién al
resultado obtenido en el presente estudio, la concentracion de linalool es similar 3,14%. Cabe
descatar también que el linalool ha sido analizado mediante estudios in silico mostrando una
eficiente capacidad inhibitoria de la acetilcolinesterasa, siendo asi un posible tratamiento
contra la enfermedad del Alzheimer Bouzekri et al., 2022). De la misma forma Silva Da Costa
et al., (2022) en su estudio a la especie Myrciaria floribunda determiné la presencia de linalool
en 0,4% teniendo resultados positivos frente a enfermedades neurodegenerativas.

Tabla 6. Estudios sobre actividad bioldgica del compuesto Linalool

Linalool

Actividad Dosis de Control Control
Modelo

Reportada aplicacién Negativo positivo Estudio
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MIC contra
S.aureus: 0,686 ) o
mg/mL. MIC Tween-80 10%
! v/v (control de
. . . contra E.coli: - (C. Y. Wang et
Antibacteriana  In vitro crecimiento) No presenta
0,420 mg/mL. al., 2019)
Blanco (control
MIC contra negativo)
Salmonella: 9
0,420 mg/mL
o Linea celular .
'A(‘n::jcsigfg In vitro 22Rv1l No presenta No presenta (Zr:,jo ZYSJ;(%I et
P 100 mg/kg "
Linea celular (Sabogal-
Antioxidante In vivo HT-22 No presenta No presenta Guaqueta et
100 uM al., 2019)

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto Linalool presente en el analisis
de los compuestos mayoritarios de la horchata.

3.3.6 Citronellol

Se ha reportado la presencia de este compuesto en la familia Rosaceae, Geraniaceae
y Poaceae, en la especies Rosa damascena Miller, Pelargonium hybrid y Cymbopogon
winterianus, respectivamente. Demirel (2022) en su estudio menciona que al analizar la
especie Rosa damascena Miller, la presencia de citronellol fue de 27,85%. Al poner a prueba
su actividad biolégica, el resultado fue que tiene potencial relajante en la vasodilatacion a
dosis especificas. Por su parte Fayoumi et al., (2022) posterior al andlisis de la especie
Pelargonium hybrid, la presencia de citronellol fue de 30,5% cuyo efecto antiiflamatorio a
concentracion de 2,2 mg/mL. Finalmente Silvino Pereira et al., (2022), al analizar la especie
Cymbopogon winterianus mencionan que el citronellol se encuentra presente em 16,91%
cuya valoracion in vitro evidencio un efecto antiparasitario.

Tabla 7. Estudios sobre actividad biolégica del compuesto Citronellol

Citronellol

Actividad Dosis de Control Control
Modelo

Reportada aplicacién Negativo positivo Estudio
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Linea celular

ﬁ”ﬂfﬁgﬁ?r Invitro  NCI — H1299 No presenta  No presenta (Zi’;\l“eg(')\i‘g;”
P 49,74 ugimL .
Antibacteriana  In vitro 124 ug/mL No presenta No presenta (Silva Pereira

etal., 2021)

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto Citronellol presente en el analisis
de los compuestos mayoritarios de la horchata.
3.3.7 Nerol

(Koshchaev et al., 2022) mencional la composicién de nerol en una especie Bulgaria
cuya ocncentracion fue del 5%. Valor similar al obtenido (5,04%). De la misma manera, se
han reportado varias atividades biologicas las cuales se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 8.

Estudios sobre actividad biologica del compuesto Nerol

Nerol
Actividad Modelo Dosis de aplicacion control Control Estudio
Reportada Negativo positivo
MIC contra S.aureus, Twe(,;en-80
Antibacteriana  In vitro E.coli, Salmonella e.: 10% VIV No presenta
0,441 mg/mL (control de (C. Y. Wang
crecimient etal., 2019)
Antioxidante  Invigo  Coode DPPH: 26.08  ©) B'a”clo Butilhidroxia
2.28 mg/mL (control — isol (BHA)
negativo)
MIC contra A. flavus:
. . 200 pg/ml, MIC contra A. (Mihai &
Antifungico In vitro ochraceus y A.niger: 300 Blanco No presenta Popa, 2015)
pg/ml
MIC contra
. . . Mycobacterium (Rajab et
Antibacteriana In vitro tuberculosis es de 128 DMSO No presenta al., 1998)

pg/mL

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto Nerol presente en el andlisis de
los compuestos mayoritarios de la horchata.

3.3.8 Pulegone

Kumari & Kumar, 2022 establecieron una cantidad de 5,03%, ademas evaluaron la
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actividad antioxidante y citotoxica del compuesto. Por su parte (Shelepova et al., 2021)
mencionan una concentracion de 2,4%. Dado a las especies que se han estudiado es que
sus valores difieren.

Tabla 9.

Estudios sobre actividad bioldgica del compuesto Pulegone

Pulegone
Actividad Dosis de Control Control .
Modelo R . s Estudio
Reportada aplicacion Negativo positivo
Contra (Aimad et al
Antibacteriana  In vitro B. subtilis No presenta No presenta 2021) v
1,41 uL/L
Antioxidante In vitro 7,659 mg/mL No presenta No presenta (A|rr12%dzf)t al,
Anticancer
(tumor In vitro 150 mg/kg No presenta No presenta (d:I Rgg?g)et
urotelial) “

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto Pulegone presente en el analisis
de los compuestos mayoritarios de la horchata.
3.3.9 Geraniol

Se ha reportado la presencia de geraniol en casi todas las especies del género
Cymbopogon. Las mas conocidas son Cymbopogon citratus y Cymbopogon winterianus.
(Armijos et al., 2020; Silvino Pereira et al., 2022) reportan en su estudio la presencia de
geraniol en 42,13%, mientras que Armijos et al., (2020) mencionan la cantidad de 7,4% con
respecto a la mezcla de plantas que utiliaron. Es evidente que existe una diferencia
significativa, sin embargo, al tratarse de especies distintas y condiciones climéticas diferentes,
es que la cantidad de compuesto varia.

Tabla 10.

Estudios sobre actividad biolégica del compuesto Geraniol
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Geraniol
Actividad Dosis de Control Control .
Modelo S . o Estudio
reportada aplicacion negativo positivo
Anticancer In vitro 300, 500 & Blanco Mevalonato (Duncan et
(mama) 700 pM al., 2004)
. (Galle et al.,
Anticancer In vitro 797,2 yM DMSO No presenta 2014)
ulmon .
(P ) In vivo 50 mmol/kg DMSO No presenta (Galzll(;alit)al.,
: . (Carnesecchi
Invitro 150 & 400 uM Blanco MVA+Geraniol et al., 2002)
Anticancer . . DMEM 5-FU (IC50: (Carnesecchi
(célon) Invitro1€50: 250 M (Blanco) 0,4 um) et al., 2004)
. Aceite de (Vieira et al.,
In vivo 250 mg/kg maiz No presenta 2011)
. Otros (Kim et al.,
Anticancer In vitro 1mM Blanco monoterpenos 2012)
(prostata) , 0 Docetaxel (Kim et al.,
In vivo 60 mg/kg Etanol 0,1% 2mglkg 2011)
. Dieta (Burke et al.,
Anticancer In vivo 20 g/kg estandar No presenta 1997)
(pancreas) : DMSO Gemcitabina (Jinetal.,
In vitro 20 umol/l 0.1% 20 umol/l 2013)
Anticancer . 50 & 100 (Chaudhary &
(piel) In vivo mg/kg Acetona TPA Siddiqui, 2012)
In vitro 100, 200 and DMSO Simvastatina (Polo et al.,
Anticancer 400 pM 0,5% 2011)
(higado) . Aceite de (Ong et al.,
In vivo 250 mg/kg maiz No presenta 2006)
Anticancer In Vivo 100 and 200 Aceite de No presenta (Ahmad et
(rifion) mg/kg maiz P al., 2011)
. (Vinothkumar
L In vivo 250 and 500 Slr.] DMBA & Manoharan,
Anticancer mg/kg tratamiento 2011)
(oral) . Dieta (Madankumar
In vivo 200 mg/kg estandar 4NQO et al., 2013)
Tween-80
[0)
MIC contra S. 10% viv
. (control de
. . . aureus, E. coli, . (C. Y. Wang
Antibacteriana  In vivo ! crecimiento) No presenta
Salmonella e.: et al., 2019)
Blanco
0,445 mg/mL
(control
negativo)
MIC contra
Antibacteriana  In vivo Mycobacte_num DMSO No presenta (Rajab etal.,
tuberculosis es 1998)

de 64 pg/mL

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reporXtada del compuesto Geraniol presente en el analisis
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de los compuestos mayoritarios de la horchata.

3.3.10 6 - Elemene

Algunos estudios han mencionado la presencia de este compuesto en la familia
Caprifoliaceae, especificamente en el género Valeriana. Cacciola et al., (2022) afirma que en
la especie Valeriana jamatansi presenta en su composicion el 2,9% de elemene; mientras
gue (Armijos et al., 2020) menciona la presencia de 0,2% en la especie Sambucus nigra L.

Tabla 11.

Estudios sobre actividad biolégica del compuesto 6-Elemene

6 - Elemene
Actividad Model Dosis de Control Control .
SN : - Estudio
Reportada o] aplicacion Negativo positivo
MIC contra
S.aureus: 250 (Valarezo
Antibacterian , ug/mL. MIC 0,39 '
In vitro No presenta Flores-Maza,
a contra T. ug/mL etal., 2021)
rubrum : 62,5 B
ug/mL.
Células CRC
o . mutantes (Chen et al.,
Anticancer In vitro KRAS HCT116 No presenta No presenta 2012)
125ug/mL
Linea celular .
Inductor _de In vitro HL - 60 No presenta No presenta (Ying et al.,
apoptosis 200 UM 2011)

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto & - Elemene presente en el
andlisis de los compuestos mayoritarios de la horchata.
3.3.11 a-cubebene

Salleh et al., (2015) mencionan el estudio de la especie Piper miniatum, perteneciente
a la familia Piperaceae, en la cual destacan como componentes mayoritarios Caryophyllene
oxide (20,3%) y a — cubebene (10,4%). Dichos compuestos presentes en el aceite esencial
de la especie, fue evaluado para comprobar su propiedad antioxidante y antiinflamatoria, cuyo
resultado reflej6 el una reduccidn inflamatoria del 85,9% y antioxidante del 42,7% (Salleh et

al., 2015).
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Tabla 12.

Estudios sobre actividad biolégica del compuesto a-Cubebene

a - cubebene

Actividad Dosis de Control Control .
Modelo . . . . Estudio
Reportada aplicacion Negativo positivo
Anticancer (Yap et al
(adenocarcino  In vitro 3,5 ug/mL No presenta No presenta 2%17) "
ma)
Contra E. coli
250 ug/mL (Yap et al
Antibacteriana In vitro Contra S. No presenta No presenta 2017)
aureus
500 ug/mL )
Solucion DPPH 010
Antioxidante In vitro 7,81 ug/mL (1mL;0,3 mM)y (1 mL;0,3 mM) (Boligon etal.,
2,5mL de 2E mL de 2014)
etanol. ye
etanol.

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto a - cubebene presente en el
analisis de los compuestos mayoritarios de la horchata.
3.3.12 Neryl acetate

Zheljazkov et al., (2022) en su estudio del perfil quimico y actividad antimicrobiana del
aceite esencial de Helichrysum arenarium y Helichrysum italicum, destacan la presencia de
neryl acetate en 4,04%. A diferencia de (Feng et al., 2022) quienes comparan los compuestos
volatiles de rosas cultivadas, cuyos resultados reflejan la presencia de neryl acetate en 2,43%.
En los dos estudios se utilizan especies vegetales distintas, sin embargo el valor obtenido en
el presente estudio (3,20%), valores relativamente similares.

Tabla 13.

Estudios sobre actividad biolégica del compuesto Neryl acetate

Neryl acetate

Actividad Dosis de Control Control
Modelo

Reportada aplicacién Negativo positivo Estudio
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Antibacteriana

Anticancer

Antioxidante

Contra S. flavus:

0,06 ug/mL.
Contra S.
aureus : 0,125
ug/mL.

In vitro

Célular cancer
300 - 100
ug/mL

In vitro

16,3 -22

In vitro ug/mL

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

(Nadia et al.,
2021)

(Rezzoug et
al., 2019)

(Judzentiene
et al., 2016)

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto Neryl acetate presente en el

analisis de los compuestos mayoritarios de la horchata.

3.3.13 Methyl cinnamate <(E)->

Este compuesto se encuentra presente en varias especies vegetales amazonicas del

territorio Ecuatoriano. Valarezo et al., (2021) en su estudio acerca de Ocotea quixus, especie

amazénica comunmente conocida como ishpingo, revelna la presencia de este compuesto en

6,30%. Por su parte Vella et al., (2022), menciona que en la especie Ocimum basilicum,

methyl cinnamate se encuentra en 3,32%, uma concentracion menor. Sin embargo, en la

bebida horchata presenta um valor de 5,09%. Dichos valore en comparacion al presente

estudio con menores. Dado que al utilizar distintas especies es que difieren sus valores.

Tabla 14. Estudios sobre actividad biolégica del compuesto E-Methyl cinnamate

Methyl cinnamate <(E)>

Actividad Dosis de Control Control .
Modelo S . o Estudio
Reportada aplicacion Negativo Positivo
Antioxidante In vitro 5,6 uL/mL No presenta BHA (20-10  (Prakash etal,

ug/mL)

2012)
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BHA (2,0—10 (Prakash et al.,

Antifungica In vitro 0,6 uL/mL No presenta ug/mL) 2012)

Nota. La tabla indica el estudio y la actividad reportada del compuesto Methyl cinnamate <(E)> presente
en el analisis de los compuestos mayoritarios de la horchata.

Para cada compuesto se extrajo la concentracion utilizada para cada actividad, luego en base
al critério médio de cada autor se establecié una escala para poder estabelecer teoricamente
la actividad que posee (muy flerte 100%, flerte 75%, médio 50%, débil 25% y muy débil 10%).
De esta manera se presentan los resultados en la figura 34.

Figura 34.

Actividad bioldgica de los compuestos de la bebida horchata

Actividades tedricas de la bebida Horchata
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00 .
0.00
Anticancerigena Actibacteriana Antioxidante Antifungica Antiinflamatorio

Nota. La grafica refleja los resultados frente a las actividades bioldgicas de los compuestos de la bebida

horchata.

Los compuestos mayoritarios presentes en la bebida horchata reflejan una gran actividad bioldgica. La
actividad anticancerigena es la que mejor resultados demostré (56,24%), seguido de la actividad

antibacteriana (37,58%), antioxidante (26,63%), antiiflamatoria (14,80%) y antifingica (13,59%).
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Conclusiones
Al utilizar la extraccion liquido/liquido con solvente organico fue posible extraer

compuestos volatiles de la horchata preparada mediante infusion.

Se determind que en la fraccion volatil de la horchata se determiné un total de 33

compuestos que representan el 94,18% de la composicion.

Los compuestos mayoritarios fueron: sabinene (2,87%), myrcene (3,03%), o-
phellandrene (4,56%), terpinolene (6,45%), linalool (3,14%), citronellol (16,69%), nerol
(5,04%), pulegone (3,39%), geraniol (3,39%), 5-elemene (2,80%), a-cubebene (2,12%), neryl

acetate (3,20%) y E-methyl cinnamate (5,09%).

La actividad biolégica que reflejé el estudio teorico de la fraccion volatil de la horchata
es de 56,24% anticancerigena de los compuestos sabinene, phellandrene, terpinolene,
linalool, citronellol, pulegone, geraniol, elemene, a-cubebene, y neryl acetate, 37,58%
antibacteriana de los compuestos sabinene, myrcene, linalool, citronellol, netol, pulegone,
gereniol, elemene, a-cubebene y neryl acetate, 26,63% antioxidante de los compuestos
sabinene, myrcene, terpinolene, linalool, nerol, pulegone, a-cubebene, neryl-acetate y methyl
cinnamate, 14,80% antiinflamatoria de los compuestos phellandrene y terpinolene y 13,59%

antifingica de los compuestos nerol y methyl cinnamate.
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Recomendaciones

Para obtener una buena reproducibilidad y repetitividad en los experimentos, se debe
mantener los compuestos volatiles en recipientes herméticos, ya que, por su alta volatilidad,

pueden cambiar el porcentaje de concentracion relativa en el que se encuentran.

Realizar estudios in vivo e in vitro de la fraccién volatil de la horchata para comprobar en

laboratorio las actividades obtenidas de forma teérica.

Realizar la extraccion de compuestos volatiles de otras bebidas tradicionales de la regién
con el fin de determinar sus compuestos presentes y las posibles actividades que aporten a

la bebida.
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