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AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE UN
ALCALOIDE DE LA RESINA DE Magquira coriacea (Karsten) Cc.Berg

Luis Monsalve Ocmin®, O. Nino Castro Mandujano*

RESUMEN

La resina de la Maquira coriacea posee una popularidad en la medicina tradicional en las
comunidades del Pert, actualmente carece de estudios fitoquimicos; por ello, el objetivo de la
investigacion es aislar y elucidar a los alcaloides presentes. La resina se sometio6 a extraccion
hidroalcohélica por maceracion, y se extrajeron 2 alcaloides, se aislo e identifico uno con factor
de retencion (Rf)) 0,97. Las longitudes de onda (A) reportadas en espectroscopia ultravioleta
visible (UV-VIS) fueron A=226 nm maxima y A=260 nm minima; los desplazamientos
quimicos (8) de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, '*C y bidimensionales reportan
desplazamientos caracteristicos para alcaloides tipos bis-bencilisoquinoleinas, y para
Hybrid Quadrupole Time High Resolution Mass Spectrometry (HRMS-Q) dio una masa
de m/s=758,31, permitiendo identificar un alcaloide bis-bencilisoquinoleinas de base tipo
taligrisina (M. Coriacina). Finalmente se reporta el contenido de alcaloides totales de 175 mg
de Atropina (AT)/100g de resina de Maquira coriacea.

Palabras claves: Resina; Maquira coriacea; alcaloides; bis-bencilisoquinoleinas.

ISOLATION AND STRUCTURAL ELUCIDATION OF AN
ALKALOID FROM THE RESIN OF Magquira coriacea (Karsten)
Cc.Berg

ABSTRACT

The resin of the Maquira coriacea is popular in traditional medicine in the communities of
Peru, currently lacking phytochemical studies; therefore, the objective of the investigation
is to isolate and elucidate the alkaloids present. The resin was subjected to hydroalcoholic
extraction by maceration, and 2 alkaloids were extracted, one was isolated and identified
with a retention factor (Rf)) 0.97. The wavelengths (A) reported in ultraviolet visible
spectroscopy (UV-VIS) were A=226 nm maximum and A=260 nm minimum; 'H, *C and
two-dimensional nuclear magnetic resonance (NMR) chemical shifts (8) report characteristic
shifts for bis-benzylisoquinoline alkaloids, and Hybrid Quadrupole Time High Resolution
Mass Spectrometry (HRMS-Q) gave a mass of m/s =758.31, allowing the identification of a
taligrisin-type base bis-benzylisoquinoline alkaloid (M. Coriacina). Finally, the total alkaloid
content of 175 mg of Atropine (AT)/100g of Maquira coridcea resin is reported.

Keywords: Resin; Maquira Coriacea; alkaloids; bis-benzylisoquinoline.

* Facultad de Quimica e Ing. Quimica, Universidad Nacional Mayor de san Marcos, Calle Amezaga 375, Cercado
de Lima, Lima, Pert, *monsalve.luisom@gmail.com
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222 Luis Monsalve Ocmin, O. Nino Castro Mandujano

INTRODUCCION

El Perti es uno de los paises que posee el 10% del total de la flora registrada a nivel mundial,
es rico en recursos naturales, por ello que debe ser de gran interés llevar a cabo estudios
sobre nuestra biodiversidad y de esta manera aprovechar los recursos e incentivar los
estudios fitoquimicos de los productos naturales'. En el género Maquira hay 9 especies (M.
calophylla, M.coriacea, M.costaricana, M.granatensis, M. grandifolia, M. quianensis, M.
laurifolia Y M. sclerophylla), que pertenecen a la familia Moraceae. En este sentido, la
especie arborea Magquira coriacea (Karsten) C.C. Berg, es también conocida en Perti como
capinuri, en Brasil le llaman capinuri o moritanga'; los usos tradicionales en la comunidades
sobre esta resina es para el tratamiento de heridas internas, la impotencia sexual y la frigidez;
el latex es caustico y toxico en altas dosis, asi mismo es usado como antiinflamatorio
en luxaciones,” hemorroides, por sus propiedades benéficas el latex es usado por los
moradores de la quebrada de Maquilla, de los centros poblados de Juancito y La Pedrera en
el departamento de Loreto.

En la corteza de la especie Magquira coriacea se han encontrado 14 triterpenoides y espectros
de una cardenodlida , k-strofantina-f (1), otras investigaciones reportan en la familia
Moraceae del género Ficus la presencia del a y B amyrina, triterpeonoides derivados del
escualeno presentes en el latex *.

En cuanto a las investigaciones en alcaloides identificados en extractos de hojas son: la
laudanosina (tipo benciltetrahidroisoquinolinico), N-Metilcoridaldina, salsolina (tipo
isoquinolina), reticulina (tipo bencilisoquinoleinas), calicantidina (derivados de triptéfano
tipo calicantina), akuammidina (tipo corinanteina), anabasina (tipo piridina), asi como
también alcaloides piridinicos encontrados en la familia Moraceae5. Es por ello, el gran
interés de encontrar nuevos metabolitos secundarios como los alcaloides a partir de la resina.

PARTE EXPERIMENTAL

Muestra y Recolecciéon: El material de investigacion es una resina vegetal de color crema, se
recolectd 1,2 L en frascos ambares de los centros poblados de “Juancito” y “La Pedrera” en
el departamento de Loreto-Pera y el método utilizado en la recoleccion fue la pica de corteza.

Reactivos y equipos: Los reactivos utilizados son de uso comun del laboratorio de
investigacion de productos naturales todos son de grado analitico y de la marca Merck,
como atropina pura, acido citrico, fosfato de sodio, silica gel y metanol deuterado. Se utilizé
el equipo de espectrofotdometro infrarrojo por transformada de Fourier (marca: Thermo,
modelo: Spectronic Genesys® II ATR, software: OMNIC), espectroscopia ultravioleta-
visible (marca: Thermo, modelo: Hehios Y, Software: vision pro y también la marca:
Shimadzu, modelo: UV-1700, software: UV-Probe), balanza analitica Sartorius Quintix 124-
1, lampara UV (marca: UVP, UVGL-15/254/365 nm), rotavapor (marca: Buchi, modelo:
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R-100), espectrometros de resonancia magnética nuclear (Marca: Bruker®, Modelo: Avant
400), espectrometro de masas de alta resolucion hibrido con analizadores cuadrupolo-tiempo
(Marca: Applied biosystems).

Solubilidad, extracto y marcha fitoquimica: Se realizaron las pruebas de solubilidad
con solventes de distintas polaridades como hexano, diclorometano, etanol y mezcla
hidroalcoholica con la finalidad de obtener el solvente mas apropiado para la identificacion
de los metabolitos secundarios y la extraccion de los alcaloides presentes en la resina de la
Magquira Coriacea. Se empled la metodologia de Lock para la marcha fitoquimica.®'?

Aislamiento de alcaloides: La muestra de resina (100 g), se someti6 a una extraccion con
una mezcla hidroalcohdlica por maceracion en un recipiente ambar durante cinco dias, se
realizaron agitaciones manuales de cinco minutos cada dia; el extracto se filtrd y se concentro
en un rotavapor hasta casi sequedad; se obtuvo una pasta marron y se disolvié en HCI al 2%,
obteniéndose un extracto acido, al cual, se le realizd una extraccion con diclorometano para
aquellos posibles alcaloides que se encuentren como base libre. La separacion de fases se
realizo en una pera de decantacion obteniéndose una fase acuosa acida de nombre “L”. A la
fase “L” se realizd una cromatografia en columna, utilizando como fase estacionaria silica
gel y de fase movil sistemas de hexano-diclorometano; hexano-acetato de etilo; acetato de
etilo-metanol. Se obtuvieron 18 fracciones de 20 mL, a los cuales se realizé cromatografia
de capa delgada (se uso cromatofolios de silica gel con sistemas de 1:1, 1:2 'y 3:5 de Hexano-
diclorometano y hexano-acetato de etilo), y se determino los factores de retencion (Rf). Las
fracciones del 7, 9 y 10 fueron reunidas en una, ya que contenian compuestos de interés, a
los alcaloides (dieron positivo a la prueba de Dragendorff, dando una coloracién naranja-
rojiza). Se continuaron con las purificaciones por cromatografia preparativa para finalmente
recristalizar los alcaloides identificados en la cromatografia de cada delgada. ''-*

Cuantificacion de los alcaloides totales: Se realiz6 la metodologia de Shamsa con algunas
modificaciones. Se pes6é 1 mg de atropina pura en un matraz volumétrico de 10 mL y se
enraso con agua destilada (concentracion de 100 ppm, solucion estandar), se midieron con
precision alicuotas de 0,2 mL; 0,3 mL; 0,4 mL; 0,5 mL y 0,6 mL de solucién estandar de
atropina para transferirlas a diferentes embudos de separacion. Luego, se agregaron 5 mL de
tampon a base de fosfato de sodio, con un pH=4,7. Se afiadieron 5 mL de solucion de verde
de bromocresol, se agitd y se extrajo con 1; 2; 3 y 3,5 mL de cloroformo. Los extractos se
recogieron en un matraz aforado de 10 mL y luego se ajusto el volumen con cloroformo. El
blanco se prepard siguiendo el mismo procedimiento, pero sin atropina. La absorbancia del
complejo formado se leyd a 470 nm en el espectrofotometro UV-VIS. '

Analisis por espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis): Los espectros UV-Visible se
realizaron entre 190 a 600 nm y la muestra de alcaloide se disolvid con metanol de grado
analitico de la marca Merck (1 mg/mL).

Analisis por espectroscopia infrarroja (IR): Los espectros obtenidos de IR fueron
registrados en el rango de 400 a 4000 cm'. Se prepard una pastilla de los solidos aislados con
bromuro de potasio (KBr) con una concentracion del 2%.
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Analisis por resonancia magnética nuclear (RMN 'H y BC): Los espectros fueron
obtenidos utilizando metanol deuterado operando con una frecuencia de 400 MHz para 'H
y 100 MHz para “*C; del mismo modo para los experimentos 2D de RMN como HSQC y
HMBC.

Analisis por espectrometria de Masas de Alta Resolucion hibrido cuadrupolo-tiempo
(HRMS-Q): Se analiz6 la muestra mediante ionizacion por electrospray en modo positivo,
realizandose la inyeccion por disolucion en metanol. Los espectros de HRMS-Q se registraron
en un espectrometro con plataforma VG (FISONS) utilizando la técnica de ionizacion
quimica (amoniaco como gas) o de bombardeo de atomo rapido (FAB).!

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las pruebas de solubilidad de la resina mostraron que la solubilidad fue
aumentando de acuerdo con la polaridad del solvente; en hexano fue insoluble, diclorometano
y etanol se observd una solubilidad media y en una mezcla hidroalcohdlica se observo
solubilidad de la resina.

En los ensayos de coloracion y precipitacion en diferentes extractos (hexano, diclorometano
(DCM), etanol (EtOH), mezcla hidroalcohdlica (HA) y agua) podemos obsérvalo en la Tabla
1, del cual se deduce que el mejor solvente para la maceracion de la resina para la extraccion
de alcaloides es la mezcla hidroalcoholica.

Tabla 1. Identificacion y obtencion de extractos para la marcha fitoquimica.

Solventes utilizados para las extracciones

Metabolito

Hexano DCM EtOH Mezcla HA Acuoso
Taninos - - + ++ ot
Flavonoides - - -+ T+t Tt
Alcaloides - - + 4t _

Solubilidad muy evidente (+++), solubilidad medianamente evidente (++), solubilidad poco
evidente (+) y no hubo evidencia (-).

Rev Soc Quim Peru. 88(3) 2022



Aislamiento y elucidacion estructural de un alcaloide de la resina de maquira coriacea (karsten) cc.berg 225

Figura 1. Mezcla HA con los reactivos de identificacion de alcaloides Reactivo;
1. Mayer, 2. Wagner, 3. Dragendorf.

La marcha fitoquimica con las reacciones de identificacion para metabolitos secundarios nos
indico resultados positivos para taninos, flavonoides y alcaloides, todos los detalles estan en
la Tabla 2.

Tabla 2. Reacciones de identificacion de metabolitos secundarios

Notacion de

Metabolitos Ensayo Método Color
resultados
Reactivo de Gelatina Cualitativo +++ pp. Blanco
Reactivo de FeCl; Cualitativo +++ pp. Marron-
Negro
Taninos Reactivo de H,O-Br; Cualitativo +++ Formacion de
precipitado
Reactivo Formaldehido Cualitativo +++ pp. Blanco-Total
Reactivo Acetato de plomo  Cualitativo +++ pp. Amarillo
Reactivo de Shinoda Cualitativo +++ pp. Naranja-
Rojizo
: Reactivo de FeCl Cualitati ++ pp. Verdoso
Flavonoides 3 ualitativo oscuro
Reactivo de NaOH al 20%  Cualitativo -+ pp. Naranja
Reactivo de Dragendorf ~ Cualitativo +++ pp. Naranja
; itati +++ . 0
Alcaloides Reactivo de Wagner Cualitativo pp- Marrén tenue
Reactivo de Mayer Cualitativo ++ pp. Blanco

pp: precipitado, muy evidente (+++), medianamente evidente (++), poco evidente (+) y no
hubo evidencias de la presencia del metabolito ().
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Aislamiento de alcaloides

Se obtuvo 2 compuestos de alcaloide de los cuales solo se analizara el de fluorescencia azul
como se observa en las fracciones 7, 9 y10 en la onda larga de la lampara UV de la figura
2, se siguieron las separaciones con las cromatografias de capa delgada para establecer el
sistema de purificacion figura 3, y finalmente se realizo la cromatografia preparativa para su
purificacion obteniéndose unos Rf1=0.86 y Rf2=0.97 figura 4.

Figura 2. Cromatografia de capa delgada a las Figura 3. Cromatografia de capa delgada
fracciones del 2, 4, 7, 6, 8,9, 10 y 14 del extracto “L”. a las fracciones 7 y 9 en busqueda de un
nuevo sistema de separacion.

Figura 4. Cromatografia de capa preparativa con los 2 compuestos de alcaloides en un sistema
hexano-diclorometano (1:3)
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Espectroscopia UV-VIS

En la figura 5, se muestra el espectro UV-visible del Rf,=0.97 (fluorescencia azul) con
longitudes de ondas maximo de 226 nm y minimo 260 nm. Se realiz6 la comparacion con el
espectro UV-visible tedrico de una bencilisoquinoleinas y bis-bencilisoquinoleinas (Figura
6), los cuales reportan maximos de absorcion hacia 225 y 280 nm y minimo entre 250 y 260
nm longitudes muy parecidas a las reportadas en el experimental, esto nos podria indicar la

posible estructura del compuesto Rf,.

Absotbancia

226
o1 l 260

050 i

199 250 300

350

400 450 500 550 600
Lambda(nm)

Figura 5. Espectro UV-Vis experimental de la muestra Rf,.

ESPECTROS UV -

VISIBLE DE ALCALOIDES ISOQUINOLEICOS

—— Benzyltétrahydro isoquinoléine
et Tétrahydroprotoberbérine

-== Protoberbérine

—— nm

400 500

Figura 6. Espectro UV-Vis tedrico de la bencilisoquinoleinas y bis-bencilisoquinoleinas. '’

Espectroscopia infrarroja

Al analizar el espectro IR (Figura 7), se observa la presencia de bandas caracteristicas como
presencia del grupo OH a 3331 cm™, presencia del enlace C-O a una banda de 1068 cm™, los

demas detalles estan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Bandas del espectro IR de la muestra.

Bandas cm™ Grupo funcional Observaciones
3331.27 O-H Una banda de vibracion de tension O-H
2925-2850 C-H Los C-H del metileno (R=CH>)

Son caracteristicos del estiramiento y la
1460 -1380 C-H torsion de enlaces del tipo C—H de radicales
metilos (-CHz3)

1068.61
C-O Esta banda del estiramiento C-O

100+

95-

90-

85-

80+

75:

%T
668.31

70-

65-

60-

2925.75

55-

50-

45!

3331.27
1068.67

40!
4000 3500 3000 2500 2000 1500
Wavenumbers (cm-1)

EH

00

Figura 7. Espectro IR del compuesto con R

Resonancia magnética nuclear RMN 'H

En el estudio estructural de nuestro compuesto se observé 11 sefales de protones (Figura 8)
que absorben en campos bajos como 6=7.71 ppm (dd, J=5.7, 3.3 Hz, 3H) y 6=7.62 ppm (dd,
J=5.7, 3.3 Hz, 3H) se destaca por los dobles dobletes correspondiente a un grupo aromatico
y los 6=3.82 ppm (s, 1H), 6=3.31 ppm (m, 3H), estos resultados se compararon con valores
tedricos (Figura 9-A, By €)' y simulados en MestReNova de alcaloides la taligrisina (Figura
9-D), los cuales se representan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Cuadro comparativo de datos experimentales, teéricos, y simulados en MestReNova,
para 1H-RMN (400 MHz, metanol-d*).

Datos de desplazamiento 'H (ppm)

Experimentales del Rf;

Valores Teéricos de Antioquina'

Mestre Nova

Puertogaline B* Guatteboline® Taligrisina

8'H(ppm) y Multiplicidad, J (Hz)

7.71(dd)

7.27 (dd)"/ 6.86 (dd)¥/ 6.64 (d)® 7.17 (dd)

7.62 (dd)

4.21 (OMe-) (s)

3.90 (OMe-) (s)'/ 3.92 (s)%/ 3.90 (s)?

6.86 (d)'/ 6.96 (dd )*/ 6.78 (dd) * 7.09 (dd)

3.79(0Me-) (s)

3.82 (OMe-) (s)

3.82 (OMe-) (s)'/ 3.92 (s)%/ 3.90 (s)?

3.90 (OMe-) (s)

3.31 (m) 3.05 (m)' /3.48 (m)? /2.76(m)’ 3.11(m)

TooHeKedln s kRr3zIaR  ass szzsk ® e
i [ =N s 000
6500
J 6000
J e _r 5500
5000
4500
C (dd) [4000

7.62

771 6.67 5.02| 4.21 3.82 331 1.68
|-3000
2500
i 2000
1500
|-1000
T 500
I i W (R
LR z o
- S 3 -500
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

a5 a0
1 (ppm)

Figura 8. Espectro 'H-RMN. (400 MHz, metanol-d*) del compuesto Rf,.
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N TN

OCH; CHZ0

OCH;  HO
N
(A) Antioquina

.
/—\/\o?:ua oL 3

(C) Guatteboline (D) Taligrisina

Figura 9. Alcaloides tipo Bis-bencilisoquinoleinas.®

Resonancia magnética nuclear RMN B3C

En la figura 10, se observaron 23 sefiales que corresponde a carbonilos, grupo metoxi, sefiales
de carbonos cuaternarios, metinos, carbono secundario de la unién de los grupos aromaticos;
por otro lado, se analizaron los espectros DEPT de 135° (Figura 11) y 90° (Figura 12), las
cuales nos ayudaron a determinar los tipos de carbonos (CH,, CH,, CH, C) para finalmente
realizar una comparacion de valores experimentales, teéricos17 y simulados en MestReNova
como se muestra en la Tabla 6.

17062019-jrodilka.10.fid 5 238 = o B, Bk a9 F
NC, EAMAD01 § sSsd ? : £ sk aRmAR g
4 R 333 3 2R 8RR QN
(Y. IR A Laooo0
Ir ! | ‘_\;(5) |
37
A P
Is [P | R [Vi(s) 15000
20. 38.78| (2474 14.02
— — —
Afs) ME) [ [N Ofs) | | QE) | 7|6s) | | Ults
167.92 670 | |59 40| |303 [24.64| |130
lh el — U 10000
K(s) Sfs)
11404 24056
F5000
L L
m 18 1 120 10 00 9 & 0 6 S0 4 D N 10 0

1 (ppm)

Figura 10. *C RMN (100 MHz, Metanol-d4): Se observa todas las sefales de la fase positiva y
negativa del compuesto correspondientes a los C, CH, CH, y CH,.
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10000

~ —138.06

30 T T??
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120.57

| 1! | Il
- aon - ) 29
- = ] &35

rt r =

1138.06 r-10000

& A

T T T T T T
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Figura 11. DEPT-135: Se observa sefiales en fase positiva CH, CH, y sefiales en fase negativa

17062019%-jrodilla. 11.fid

correspondiente a los CH,
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S 4000
7
L oAb ]
T T T T T T I. > > v\ T
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Figura 12. Espectro *C, DEPT-90 senales CH.

Tabla 5. Comparacion entre los resultados experimentales, datos tedricos de Bis-bencilisoquinoleinas

y datos simulados.

Datos de desplazamiento 5*C(ppm)

Datos Datos teéricos Datos
experimentales Guatteboline | Simulados
del R Antioquina | Puertogaline B Taligrisina
147.47 148.2 157.3 155.6 146.60
145.7 153.5 147.9 146.52
142.6 137.5 138.3 144.12
144.36 134.4 143.8 144.4 144.04
132.19 130.3 135.7 135.8 133.88
131.45 137.8 128.3 122.8 132.48
131 131.2 127.7 128.4 131.13
128.46 128.0 121.9 121.7 128.77
111.82 110.7 115.8 114.7 112.47
120.57 116.8 121.9 12222 121.49
54.92 56.3 56.1 55.7 56.09
67.56 55.8 56.1 56.0 56.06
38.77 43.6 - - 42.45
38.77 423 - - 4243
39.40 39.8 44.5 385 39.79
39.40 38.0 50.5 44.8 39.44
23.56 27.4 27.8 27.3 25.87
22.64 22.4 26.1 29.7 25.79
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Espectro bidimensional Heteronuclear Miuiltiple Bond Correlation (HSQC) vy
Heteronuclear Single Quantum Correlation Spectroscopy (HMBC)

Analizando el espectro de HSQC (Figura 13), se observaron los protones que se encuentran
unidos directamente al nucleo de carbono, como el H de 8=7,71 ppm esta unido al de 131
ppm; asimismo, el H de 6=3,82 ppm con el carbono a =54 ppm. Por otro lado, en el espectro
HMBC (Figura 14), donde se obtuvieron sefiales que nos representan 6 de H (ppm) que esta
a 2 o 3 enlaces del carbono el cual nos va confirmando los carbonos e hidrogenos asignados
previamente, todos estos detalles se muestran en la Tabla 7.

[ } L Jﬂ‘

|
(WIQQS?.M °
K 20
] vkt
— :
o e :
. 3.33,47.96
wg&_
— )
. . w §
1 mw RS 50311469
1 oA 2
—/ Romases)
7.63,131.02 140
-
-
-
2 (ppm)

Figura 13. Espectro HSQC muestra los protones que se encuentran unidos directamente al ntcleo de

carbono.
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Figura 14. Espectro HMBC muestra los protones que se encuentran a 2 o 3 enlaces del carbon.
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Tabla 6. Datos de RMN bidimensional HSQC y HMQC.

Datos experimentales de los analisis bidimensionales

HSQC HMBC
A51gnac1f)n del . Proton Asignacion del 3'H(ppm) . .
carbon directamente carbon. a2 03 Protén estd a 2 Distancia de
directamente conectado al enlace;s NEYS o 3 enlaces del los protones
conectado al proton  carbon 8'H
513C (ppm) (ppm) (ppm) carbono
131 7.71 167.92 7.71 3 enlaces
128.46 7.62 132.19 7.71 2 enlaces
54.92 3.82 167.92 3.82 3 enlaces
39.40 3.31 128.46 6.67 2 enlaces
67.56 4.21 132.19 3.18 2 enlaces
111.82 6.75 - - -

Analisis instrumental espectrometria de masas de alta resoluciéon (HRMS-Q)*®

El espectro de masa (Figura 15) es de un alcaloide, cuyo pico molecular base es de m/
s=758.21 de baja intensidad y picos importantes de fragmentacion de m/s=694.53 y m/
s=610.18; después de analizar y comparar con la bibliografia, la estructura propuesta para el
alcaloide de Rf2 (m/s=758.21) es la coriacina, cuya estructura tipo bis-bencilisoquinoleinas
segun la figura 16.

Intensity, counts
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2204
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6925186

686.1992

.
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Figura 15. Espectro de masas
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Figura 16. Coriacina, estructura propuesta para el alcaloide aislado de la Maquira coriacea.

Cuantificacion de alcaloides totales

De acuerdo con el andlisis espectrofotométrico con verde de bromocresol (Figura 17), se
observan los valores de concentraciéon y absorbancia del extracto hidroalcohdlico. Se
realizaron los calculos correspondientes de acuerdo con la Eq. (1), obteniendo 175 mg
Atropina (AT)/100 g de resina de Maquira coriacea a una absorbancia de 0,174 nm y una
concentracion de 0,409 (mg/L). Para los célculos se aplica la ecuacion:

[]metabolito -

[ ] metabolito: Concentracion del metabolito (polifenoles, taninos,

_ []lecturathxfd

(1)

w

alcaloides,

carbohidratos; expresado en mg/100g de estandar o g/100g de estandar)
= [ ]lectura: Concentracion de lectura en el equipo (mg/mL)

= Vt: Volumen total

(mL)

= fd: Factor dilucion
= W: Peso inicial de muestra (g)

Absorbancia (470nm)
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CONCLUSIONES

Se aislo a partir de la resina de Maquira coriacea un alcaloide aislado y elucidado su estructura
quimica a base de espectroscopia UV, IR, RMN-1H, RMN-13C, HSQC, HMBC y HRMS-Q,
como un compuesto del tipo Bis-bencilisoquinoleinas de deonimiado coriacina; ademas,
se cuantifico, por primera vez a los alcaloides totales de la especie estudiada, dando como
resultado 175 mg de Atropina (AT)/100 g de resina.
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CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE CUATRO
VARIEDADES DE PAPAS NATIVAS (Solanum tuberosum) CON
APTITUD PARA FRITURA, CULTIVADAS EN DOS ZONAS EN
HUANUCO

Angel David Natividad Bardales™, Sergio Grimaldo Mufioz Garay*, Juan Edson Villanueva
Tiburcio®, Rubén Max Rojas Portal®, Ruth Esther Chamorro Gémez?*, Cesar Robert Cueto
Rosales?, Joana Milagros Bravo Romaina?®, Janet Rocio Beraun Bedoya?,
Alejandro Mendoza Aguilar ®

RESUMEN

El proposito del presente estudio fue determinar los efectos de las zonas de cultivos en las
cuatro variedades de papas nativas sometidas al proceso de fritura. La metodologia consistio
en determinar las caracteristicas fisicoquimicas, contenidos de antocianinas y capacidad
antioxidante de las papas cosechadas en la zona de Cahuac y Huallmish, antes y después
del proceso de fritura. Los resultados mas resaltantes encontrados seglin la zona de cultivo,
se encontraron diferencias estadisticas con p < 0,05 en cenizas y azucares reductores. Las
papas luego de la fritura tuvieron diferencias estadisticas con p < 0,05 en el contenido de
materia seca, ceniza, proteinas, fenolicos totales, capacidad antioxidante con DPPH y ABTS.
Los contenidos de fenodlicos totales se encontraron entre 43,23 + 8,61 a 632, 60 = 12,82 en
crudo y de 79,63 £ 9,13 a 1131,16 + 13,16 mg de AGE/100g base seca (bs) en frito, siendo
estadisticamente mayores después del proceso de fritura. La capacidad antioxidante mediante
DPPH se encontro entre 7,54 = 1,55 a 150,15 + 17,31 (crudo) y entre 64,55 + 9,19 a 576,97
+ 30,97 pumol TE/100 g bs (frito). La capacidad antioxidante mediante ABTS se hall6 entre
77,23 2,96 a 245,04 £ 6,30 (crudo) y entre 164,45 = 11,13 a 1137,27 + 4,82 pmol TE/100
g bs (frito). Las antocianinas en crudo fluctuaron de 0 a 321,46 + 4,94 y en frito de 0,23 a
313, 63 £ 0,60 mg de cianidina 3 glucdsido/ 100 g bs. Los fendlicos totales y capacidad
antioxidante por DPPH y ABTS, se vieron incrementados luego de la fritura.

Palabras clave: ABTS, 4cido gélico, cianidina-3-glucésido, fendlicos totales, DPPH.
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Valdizan, Av. Universitaria 850, Pillco Marca 10003, Huanuco, Pert.
davidnatividad@unheval.edu.pe

® Gobierno Regional de Agricultura-Huanuco.

Rev Soc Quim Peru. 88(3) 2022



Angel D. Natividad B., Sergio G. Muiioz G., Juan E. Villanueva T., Rubén Max Rojas P, Ruth E. Chamorro G.,
238 Cesar R. Cueto R., Joana M. Bravo R., Janet R. Beraun B., Alejandro Mendoza A.

PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF FOUR
VARIETIES OF NATIVE POTATOES (Solanum tuberosum)
SUITABLE FOR FRYING CULTIVATED IN TWO ZONES IN
HUANUCO

ABSTRACT

The purpose of the present study was to determine the effects of the cultivation zones in the
four varieties of native potatoes subjected to the frying process. The methodology consisted
of determining the physicochemical characteristics, anthocyanin content and antioxidant
capacity of the potatoes harvested in the Cahuac and Huallmish area, before and after the
frying process. The most outstanding results found according to the growing area, statistical
differences were found with p < 0,05 in ash and reducing sugars. Potatoes after frying had
statistical differences with p < 0,05 in the content of dry matter, ash, protein, total phenolics,
antioxidant capacity with DPPH and ABTS. The total phenolic contents were found between
43,23 + 8,61 to 632, 60 + 12,82 in fresh and between 79,63 = 9,13 to 1131,16 + 13,16 mg of
GAE /100 g db in fried, being statistically higher after the frying process. The antioxidant
capacity with DPPH was found between 7, 54 £ 1,55 to 150, 15 = 17,31 (raw) and between
64,55+9,19 t0 576,97 + 30,97 umol TE / 100 g db (fried). The antioxidant capacity by ABTS
was found between 77,23 + 2,96 to 245,04 + 6,30 (fresh) and between 164,45 + 11,13 to
1137,27 + 4,8 2 umol TE / 100g bs (fried). The anthocyanins in fresh fluctuated 0 to 321,46 +
4,94 and in fried from 0,23 to 313,63 = 0,60 mg of cyanidin 3 glucoside / 100 g db. The total
phenolics and antioxidant capacity by DPPH and ABTS were increased after frying.

Key words: ABTS, gallic acid, Cyanidin-3-glucoside, total phenolics, DPPH.

INTRODUCCION

La papa o patata (Solanum tuberosun), es una planta herbacea perteneciente a la familia
Solanaceae'. Es uno de los alimentos mas consumidos a nivel mundial con una produccion de
380 millones de toneladas. Contiene carbohidratos y es una fuente nutricional de proteinas,
vitaminas C, B, y B,, minerales como potasio, fosforo y magnesio y compuestos con
caracteristicas antioxidantes de naturaleza fendlica que contribuyen a su calidad funcional 2.
La ingesta de antioxidantes ayudan en la prevencion del dafio tisular oxidativo, vinculado
con el desarrollo de padecimientos como cancer, diabetes, enfermedades cardiovasculares
y enfermedades neurodegenerativas®. El Pert es una fuente muy rica de papas nativas, este
tubérculo forma parte de la dieta como fuente de carbohidratos y es muy versatil para la
preparacion de diferentes comidas. Ademas aporta proteinas, vitaminas y componentes con
propiedades funcionales que previenen las enfermedades degenerativas por tener capacidad
antioxidante’. Hudnuco es un gran productor de papas, en el 2019 se logré producir 400,81
mil toneladas de papa *.
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La produccion y consumo de papas nativas en los paises en vias de desarrollo le convierten
en un producto valioso en la lucha contra el hambre y la pobreza, y pone en evidencia
la importancia de este cultivo en la seguridad alimentaria y en el desarrollo rural °. La
composicion de los alimentos, en particular, la estructura de la superficie, la humedad, el
contenido de lipidos, la forma del producto, la relacion superficie/peso y la porosidad, son
caracteristicas del alimento que afectan a los procesos de pérdida de agua y absorcion de
aceite durante el proceso de fritura °.

Se han evaluado las caracteristicas sensoriales de papas fritas en forma de baston, encontraron
que la humedad y dureza no fue afectado por el tipo y concentracion de especias vegetales
(fueron ajo, cebollin, cilantro y aji picante, todas obtenidas en el comercio local en forma
deshidratada) !. Se caracterizaron 24 papas promisorias para fritura y encontraron que las que
tenian menor de 20 % de materia seca fueron aptas para el proceso de fritura 3. Sin embargo,
se desconoce el efecto de la fritura en las caracteristicas fisicoquimicas de las papas nativas
cultivadas en la region Huanuco, esto toma importancia debido a que las papas nativas en los
ultimos afos estan siendo revaloradas para su consumo. El objetivo de la investigacion fue
evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y propiedades antioxidantes de cuatro variedades de
papas nativas cultivados en dos zonas en la region Huanuco.

PARTE EXPERIMENTAL

Obtenciéon de materia prima. Las muestras de papas nativa estudiadas: Huevo de Indio,
Kitipsho, Aztcar Cantina y Tinkuy, se obtuvieron de las zonas de cultivo Cahuac a 3780,8
m.s.n.m. (latitud -9,86474351, longitud -76,6412969) y Huallmish a 3700 m.s.n.m. (latitud
-9,68559 y longitud -76,26654), luego se rotularon y se trasladaron en recipientes cerrados
hasta los laboratorios para ser lavadas y secadas. Se tomaron muestras representativas de
las papas frescas y fritas, estas se colocaron en bolsas de papel de aluminio herméticamente
cerradas y se almacenaron para su posterior analisis.

Lainvestigacion se realizo en los laboratorios de Analisis por Instrumentacion, Fisico quimico
y Procesos Alimentarios de la Carrera Profesional de Ingenieria Agroindustrial, Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional Hermilio Valdizan.

Materia seca, ceniza, proteina, gravedad especifica y color. Se analiz6 la materia seca,
ceniza y proteinas 7. La gravedad especifica ®. Se midieron los valores: L*, a*, b*, ¢* y h*
del sistema CIELab °, se utilizo el colorimetro digital Modelo CR400, marca Konica Minolta,
serie B8209050.

Azucares reductores. Las papas previamente peladas, se licuaron (Licuadora Oster), luego
de la pulpa licuada, se tomo se tomo 1 g y en un matraz se afor6 a 100 mL con agua destilada,
se homogenizo y centrifugd (Boeco modelo C-28A) a 2500 rpm por 10 min. Se hizo
reaccionar 1 mL de sobrenadante con 2 mL de acido dinitrosalicilico (se prepar6 el reactivo
en hidroxido de sodio a 1,5 % (p/v) mezclando acido 3,5-dinitrosalicilico 1 % (p/v), tartrato
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de sodio y potasio 40 % (p/v), solucion de fenol 0,2 % (p/v) y disulfito de potasio 0,5 % (p/v)
en una proporcion 1:1:1:1 (v/v/v/v)), en baio maria (Memmert, modelo WB14) durante 5
min. Se enfrid en bafio de hielo y se tomaron lecturas en el espectrofotometro (Genesys 105)
a 540 nm. Se realizd una curva patrén usando glucosa (Spectrum) a concentraciones de 200
hasta 1000 mg/L 2.

Almidén. Para la extraccion del almidon las papas previamente lavadas se pelaron y cortaron
en cubos de 3 x 3 cm y se sumergieron por 30 minutos en una solucion de 3500 mg/L
de Na2S205, metabisulfito de sodio (J.T. Baker) a una proporcion de 1:3. Luego se licud
(licuadora Oster), y se tamizo6 por una malla N° 200. Se dejoé sedimentar por 30 minutos con
Na,S, O, (1:1). A continuacion, se retir6 el sobrenadante y se centrifugé con 0,01 N de HCL
(J.T. Baker); 0,01 NaOH (J.T. Baker) y etanol a 70 ° (J.T. Baker). Finalmente se dejo secar en
una estufa (marca MM, serie D172649) a 50 °C/48 h °.

Antocianinas. Se determiné mediante el método de pH diferencial ', se tomd 5 g de muestra
molida y realizoé la extraccion con 100 mL de alcohol por 15 minutos y agitacion constante.
Se tomo 400 pl del extracto de la muestra y se hizo reaccionar con 4600 ul de buffer a pH
1 (125 mL de 0,2 M KCI (J.T. Baker) y 375 mL de 0,2 M HCI (J.T. Baker) y buffer a pH 2
(400 mL de 1 M CH3COONa (J.T. Baker) 240 mL de 1 M HCl y 360 mL H20). Luego de la
reaccion se procedio a leer las absorbancias a 510 nm en un espectrofotometro UV-vis (marca
Genesys 105). Los contenidos de antocianinas fueron expresados como mg de cianidina-3-
glucosido/100g)

Preparacion de la muestra para analisis de fendlicos totales, capacidad antioxidante.
De las diferentes variedades de papas se pes6 1 g de muestra y se adiciond en tubos falcon,
posterior se afor6 hasta 10 mL con metanol (Merck) grado analitico (1:10) y se macer6 a (4
°C) por 16 horas. Luego se centrifugd (Boeco modelo C-28A) a 10,000 rpm por 5 minutos y
se almacend (Fritecsa, modelo AG275) a -20 °C ',

Fenolicos totales. De muestra previamente filtrada, se tom6 1 mL y se adicioné 3 ml de
agua destilada. Seguido, se hizo reaccionar con 1 mL de reactivo fenol segiin Folin-
Ciocalteau (Merck), preparada en relacion 1:4 con agua destilada. Se neutralizo la reaccion
con 1 mL de carbonato de sodio (Merck) al 10 %. Se incubd por 1 hora a temperatura
ambiente en oscuridad, la absorbancia (espectrofotometro Genesys105) se registro a 760 nm.
Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico (AGE)/100 g de peso
muestra ''.

Capacidad antioxidante por radical libre DPPH. Consisti6 en hacer reaccionar 900 pL de
DPPH (Himedia) a 100 pM, con 100 pL de extracto acuoso de la muestra (harinas de papas
nativas frescas y fritas). La mezcla se dejo reaccionar en oscuridad por 30 minutos, luego
se registro la absorbancia (Genesys 105) a 517 nm. Como antioxidante estandar se utilizo
trolox (Hoa Chat Thi Nghiem), la actividad antioxidante se expresé como equivalentes trolox
(umol) /100 g de muestra .
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Capacidad antioxidante por ABTS. Se mezcl6 5 mL de solucion de ABTS 7 Mm en agua
con 88 pL de persulfato potasio a 140 mM en agua; se dejo en oscuridad a temperatura
ambiente durante 16 horas antes de la reaccion con la muestra. La solucion de trabajo de
ABTS se diluyé en etanol 95 °a 0,9 + 1,2 a 734 nm. Se tomo6 900 uL ABTS y 100 uL de
la muestra, la mezcla agitada se dejo reaccionar 10 minutos en la oscuridad, y a 734 nm
en el espectrofotometro UV-Vis, se medio la absorbancia. La actividad antioxidante de las
muestras fueron determinadas como equivalentes trolox (pmol)/100 g 2.

Fritado de la papa. Previo al proceso de fritura se realizo el trozado de las papas tipo baston
de polleria, para lo cual se us6 un cortador de tiras manual N° 7. Se uso6 aceite de soya
comercial, la relacion de papa- aceite fue 1:3, se calento el aceite de 7 a 10 min y se incorpord
las papas. La fritura se realizo6 a 180 °C durante 3 min empleando una Freidora de Aire
(marca, Oster), el exceso de aceite se retird con papel secante .

Procesamiento de datos. Los resultados seran expresados mediante tablas como media y
desviacion estandar, los cuales se evaluaron estadisticamente mediante un analisis de varianza
(ANOVA), con tres repeticiones. Ademas, se mostraran las diferencias estadisticas mediante
la prueba Tukey, p < 0,05. El procesamiento de datos fue utilizando SPSS un programa
estadistico, Statistical Package for the Social Scienses 11,5 '.

RESULTADOS Y DISCUSION
Materia prima. Se estudiaron cuatro variedades de papas nativas: Huevo de Indio, Kitipsho,

Azlcar Cantina y Tinkuy, procedentes de Cahuac provincia de Yarowilca y del centro poblado
de Huallmish, distrito de Churubamba, provincia y region Huanuco, Figura 1.
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Figura 1. Variedades de papas nativas empleadas en la investigacion

Las papas evaluadas tuvieron los siguientes tamafios: procedentes de Cahuac, Huevo de
Indio longitud 88,38 = 11,72 mm; diametro 47,24 + 3,37 mm. Kitipsho longitud 73,33 + 7,01
mm; diametro 65,70 = 7,28 mm. Azucar Cantina longitud 67,40 + 7,07 mm; diametro 57,44
+ 6,22 mm. Tinkuy longitud 70,00 = 7,60 mm; didmetro 55,68 + 4,40 mm. En la zona de
Huallmish, Huevo de Indio longitud 75,79 + 9,34 mm; didmetro 46,81 £ 9,43 mm. Kitipsho
longitud 69,19 + 16,21 mm; diametro 53,36 + 8,03 mm. Azucar Cantina longitud 54,34 +
13,08 mm; diametro 53,08 + 8,04 mm. Tinkuy longitud 62,10 £+ 16,79 mm; didmetro 51,42 +
6,86 mm. Las papas de Cahuac, pesaban 109,93 + 32,47 g (Huevo de Indio); 164,27 £48,63 g
(Kitipsho); 116,26 + 28,47 (Aztcar Cantina); 117,02 27,83 (Tinkuy); traidas de Huallmish,
Huevo de Indio 81,37 + 13,70 g; Kitipsho 149,66 + 73,33 g; Azucar Cantina 85,28 + 34,38
g y Tinkuy 82,91 + 34,06 g (los valores son promedios de 25 repeticiones, resultados no
mostrados). Las papas nativas tienen diferentes tamafios, son redondas y ovaladas, tienen
ojos superficiales por lo que no se retird la cascara para la fritura y de alguna manera evitar
perder sus bondades en antioxidantes (15).
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Materia seca, ceniza, proteina, gravedad especifica y color. Se encontraron diferencias
significativas en p < 0,05 en materia seca, gravedad especifica, proteina y color (L*, a*, b*,
C* y h*) en las cuatro variedades cultivadas en las dos zonas en papas crudas y fritas. No se
evidenciaron diferencias estadisticas entre variedades en los contenidos de cenizas en papas
fritas en la zona de Cahuac y proteinas en papas crudas en ambas zonas (Cahuac y Huallmish).
Los contenidos de materia seca, cenizas, proteinas, aziicares reductores, almidones y valores
de gravedad especifica, L*, a*, b*, C* y h* no se vieron afectados por la zona de cultivo.

La fritura es un proceso fisicoquimico complejo, en el cual el producto a freir se somete a una
temperatura alta con el proposito de modificar la superficie del mismo, impermeabilizandolo
de alguna manera y evitando la pérdida de agua de su interior (16). El contenido de materia
seca, ceniza y proteina, tuvieron diferencias estadisticas en p < 0,05 al ser sometidas a fritura,
siendo mayor en frito, sin considerar las cenizas. Se observo un descenso en el porcentaje
total de humedad en todos las variedades y como consecuencia de ello un incremento de
la materia seca y nutrientes en general, con respecto a los datos obtenidos en las muestras
crudas, notese que el agua perdida fue sustituida por aceite (17).

La materia seca en papas frescas se encontraba entre 29,45 + 0,93 a 43,62 = 0,99 g/100 g y
luego de la fritura entre 51,39 +1,44 a 74,80+1,06 g/100 g, siendo la variedad Tinkuy con
valores mas bajos en crudo y frito en ambas zonas. Es deseable un superior contenido de
materia seca para la elaboracion de productos derivados como papas fritas con excelente
aptitud, obviando las caracteristicas sensoriales desagradables y ahorrando aceite en el
proceso de fritura (18). Los valores de gravedad especifica estuvieron entre 0,75+ 0,02 a 1,27
+ 0,01, esta caracteristica influye en la aptitud de la fritura de la papa al igual que la materia
seca. Para que la absorcion del aceite se mas baja, los valores deberian estar entre 1,09 a
1,11; lo que indica que las variedades Huevo de Indio (en Cahuac y Huallmish), Azlicar
Cantina y Tinkuy (en Huallmish) serian aptas para preparar frituras (3). Debido a que la poca
absorcion de aceite en parte ayudaria a prolongar la vida 1til de las papas fritas, reduciendo la
peroxidacion lipidica (19) y/o enranciamiento con el tiempo en contacto con el aire, tipico de
un sabor desagradable de las grasas (16). Ademas, no todas las variedades de papas nativas,
tienen igual calidad de fritura (20).

Los valores de L* en papas crudas se encontraron de 34,0 + 6,12 a 80,02 + 2,10 y fritas de
24,19 +£2,15a 77,31 £ 6,04. De acuerdo con investigaciones previas se considera aceptable
con valores de L*< 55 para papas fritas, sin embargo esto han investigado en papas amarillas,
mas no en papas de color, por lo tanto las variedades Kitipsho y Tinkuy son no convencionales
para su uso en pollerias (3). Se han estudiado que las papas de color rojo y purpura son una
buena fuente de antioxidantes (21). Los valores de C* en papas crudas fue 10,75+ 1,15 a
26,22 + 1,88 y en fritas de 15,16 + 1,77 a 25,99 + 2,86 y h* en fresco de 12,78 = 4,22 a 98,12
+ 0,57 y frito 10,49 £ 4,20 a 101,95 + 0,61; los valores de L* C* y h* se encuentran dentro
de lo reportado, quienes estudiaron 25 materiales genéticos de Uruguay (3). Solo en cenizas
y aztcares reductores se evidenciaron diferencias estadisticas en p < 0,05 respecto a las zonas
de cultivo Cahuac y Huallmish. Las proteinas (1,95 + 0,05 a 2,61 + 0,01 g/100 g bs) y los
valores de ceniza (1,65 £ 0,27 a 4,47 = 0,24 g/100 g bs) estan dentro de lo reportado (2,22).
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Asimismo, los contenidos de azucares reductores (0,15 £ 0,02 a 1,93 + 0,06 g de glucosa/100
g bs). El contenido de azucares reductores (glucosa y fructosa) estan altamente relacionados
con el color de las papas fritas, debido a que con las altas temperaturas utilizadas en el freido
(180 °C), estos se unen a aminoacidos formando compuestos marrén-oscuro por la reaccion
de Maillard. La industria requiere cultivares con contenidos menores al 0,1 % del peso fresco
y valores mayores a 0,33 % son inaceptables o niveles de azicares reductores bajos (< 250
mg*100 g-1 de peso fresco), ya que da como resultado frituras con menor contenido de aceite,
mas crocantes y sin coloracion oscura (3). En este caso las cuatro variedades cultivadas en
ambas zonas cumplen con la condicion, por lo tanto son aptos para su industrializacion como
papas fritas (13).

Los contenidos de almidon superan al 20 %, (ver tabla 1), al tener valores interesantes,
las variedades en estudio son potenciales fuentes de almidones nativos a emplearse en las
industrias alimentarias (2). Ademas, en los campos de cultivos no se usaron fertilizantes
como nitrégeno, potasio y cloruro de potasio debido a que afectan de forma negativa en el
contenido de almidon (18).

El rendimiento de las papas fritas se calculd con la formula: rendimiento (%) = (peso de la
fritura/peso inicial del tubérculo) * 100 (13). Los rendimientos de las papas fritas procedentes
de Cahuac fueron 70,50 £ 1,12 %; 66,50 + 2,12 %; 63,50 = 4,95 %; 68,50 + 0,71 % y
Hualmish fue 52,76 + 1,34 %; 70,21 = 0,37 %; 63,26 = 0,40 %; 68,95 + 1,62 %; para Huevo
de Indio, Kitipsho, Azlicar Cantina y Tinkuy, respectivamente. El rendimiento podria verse
influenciado por la absorcion de aceite bajo diferentes parametros como temperatura, tiempo
y caracteristicas del alimento a freir (6).

Se encontraron diferencias significativas en p < 0,05 en contenidos de antocianinas, fenolicos
totales y capacidad antioxidante con DPPH y ABTS. Los contenidos de antocianinas,
fenolicos totales, y capacidad antioxidante por DPPH y ABTS no se vieron afectados por la
zona de cultivo, tabla 2.
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Tabla 2. Contenidos de antocianinas, fenélicos totales y capacidad antioxidante.
Antocianinas Fendlicos totales Ca.pac.idad Ac.:tiv.idad

Fresco . (mg de cianidina (mg GAE/100g  Antioxidante Antioxidante

ZONA o frito Variedad 3 glucosido/ 100 bs) segun DPPH segun ABTS
¢ bs) (umol TE/100  (umol TE/100 g

g bs) bs)
1°=0,9988 °=0,9961 17=0,9974

H 4,88 £2,39° 90,47 +£11,99° 46,97 + 6,86° 179,47 +8,31°

9 Fresco K 51,15£54° 104,78 £9,67° 64,77 +6,29° 122,16 + 7,60°

E A 0,00 £ 0,00° 43,23 +£8,61° 7,54 +1,55¢ 83,56 + 8,02¢

S é T 146,37 £ 5,95° 295,18 £8,97*  113,11£3,61* 245,04 £ 6,30°

=g H 1,32 £0,35° 167,11 £14,25° 258,16+ 11,28" 350,73 £ 6,88°
<Zt 2 Fito K 158,56+ 6,16 388,59 +8,81° 248,44+1037° 661,58 +13,21"
oR A 0,23 +0,24¢ 79,63 £9,13¢ 64,55 £9,19¢ 164,45 + 11,134
N o T 280,48 +8,359* 1131,16 £ 13,66 471,82+3,74*  1095,55 £ 4,62*

= H 17,49 +1,29° 258,32 +£12,75° 51,96 £6,61° 77,23 £2,96¢

é Fresco K 104,00 £2,76° 347,97 £13,05* 9532 +6,97° 107,25 + 3,40°

= A 0,00 + 0,00 118,19+0,76 21,80+ 5,69 187,50 £ 2,41°

= £ T 321,46 £4,94* 632,60 +12,82° 150,15+£17,31* 159,58 +4,86"

&8 H 18,55 £4,01° 280,64 = 6,38° 144,66 + 3,12° 361,69 + 5,63°
<Zt § Frito K 185,96 £3,95* 584,33 £14,97° 463,65 £ 14,20° 1057,54 + 10,56

o2 A 0,39+ 0,454 215,03 +£14,99¢ 155,16 £1,72° 347,48 +5,53¢
N o T 313,63 +£0,60*° 961,77 +14,32* 576,97 £30,97* 1137,27 +4,82*

Los valores se dan como media + desviacion estandar (n = 3). Diferentes letras minusculas dentro de una
columna indican diferencias significativas entre las variedades de papa (p < 0.05). H: Huevo de Indio, K:
Kitipsho, C: Azucar Cantina y T: Tinkuy.

Los contenidos de fendlicos totales y capacidad antioxidante por DPPH y ABTS tuvieron
diferencias estadisticas en p < 0,05 al ser sometidas a fritura, observandose mejor presencia
de fenolicos totales y capacidad antioxidante en papas fritas. Al someter a regresion lineal:
fenolicos totales con DPPH (coeficiente de correlacion 0,8541) , fenolicos totales con ABTS
(coeficiente de correlacion 0,8191), antocianinas con DPPH (coeficiente de correlacion
0,7177) y antocianinas con ABTS (coeficiente de correlacion 0,6559), se encontrd r2 =
0,8727; 0,8447; 0,7205 y 0,6679 respectivamente lo cual permite afirmar que los contenidos
de fenolicos totales y antocianinas de las variedades de las papas evaluadas incrementan la
capacidad de atrapar radicales libres (2).

Los contenidos de fendlicos totales se encontraron entre 43,23 + 8,61 a 632, 60 + 12,82 en
papas crudas y de 79,63 + 9,13 a 1131,16 + 13,16 mg de AGE/100g bs en papas fritas, los
valores fueron superiores a los reportados (3,22-24). Es decir, los fendlicos presentes en las
variedades evaluadas, al ser sometidas a tratamiento térmico de fritura (180 °C), no provoco
ningiin cambio en el contenido de acidos fenolicos excepto por una pequeiia disminucion
de las antocianinas (25). Ademas, la cantidad de fenodlicos totales y su estabilidad dependen
de varios factores, como los procesos agrotécnicos, las condiciones climaticas, la madurez
durante la cosecha y las manipulaciones posteriores a la cosecha, asi como el genotipo, las
condiciones de almacenamiento después de la cosecha y los métodos de procesamiento y
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coccion. La tasa de retencion en las cuatro variedades fluctud entre 1,09 a 3,83 veces, valores
ligeramente superiores a los genotipos evaluados; cuyo rango estuvo entre 161,6 = 14,2 a
4427 + 37,5 para muestras crudas y en muestras cocidas de 245,2 + 7,6 a 524,8 + 8,4 mg
acido galico/100 g bs. La tasa de retencion luego del proceso de coccion fluctué entre 1,11 a
1,72 veces (2,24).

La capacidad antioxidante mediante DPPH se encontr6 entre 7,54 + 1,55 a 150,15 = 17,31
(fresco) y entre 64,55 = 9,19 a 576,97 £+ 30,97 umol TE/100 g bs (frito). La capacidad
antioxidante mediante ABTS se halld entre 77,23 + 2,96 a 245,04 + 6,30 (fresco) y entre
164,45 + 11,13 a 1137,27 + 4,82 umol TE/100g bs (frito). El proceso de fritura incrementd
la capacidad antioxidante con diferencias estadisticas (p < 0,05). Se encontré estudios de la
actividad antioxidante por ABTS en papas de Colombia, en muestras crudas de 4408,3 +
300,8 a 12542,8 + 113,2; en muestras cocidas varid entre 6643,8+ 246,7 a 14492,9 + 378,12
TEAC-pumol de Trolox/100g bs, la tasa de retencion luego del proceso de coccion oscild entre
1,08 a 1,76 veces, observando un aumento significativo de la actividad antioxidante luego del
proceso de coccion (2) .

En papas cultivadas en Cahuac y Huallmish, la variedad Tinkuy fue estadisticamente superior
en capacidad antioxidante mediante DPPH y ABTS en papas crudas y fritas, con excepcion
de las muestras frescas evaluadas con ABTS. La variedad Kitipsho estaria en segundo lugar.
Lo mencionado esta sujeto al color rojo que presentaron estas variedades (2). La variedad de
color amarilla (Azucar cantina) presentdé mayor capacidad antioxidante en fresco mediante
el ABTS (26) .

La antocianinas en fresco fluctuaban de 0,00 + 0,00 a 321,46 + 4,94 y en frito de 0,23 +
0,24 a 313, 63 + 0,60 mg de cianidina 3 glucdsido/ 100 g bs. Los valores se encuentran
dentro de los reportado 1,7 a 1440 (mg/110 g) de antocianinas (27). En 27 genotipos de
papas se encontraron de 0 a 0,801 contenido de antocianinas, expresados como malvidin-3-
p-coumarylglycoside (g/kg en base fresca) (28), las papas frescas fueron evaluadas después
de 2 a 3 semanas de la cosecha lo que podria explicar la ausencia (23). Entre de los elementos
que afectan su estabilidad se encuentra la temperatura el almacenamiento (29), pH, luz,
agua, enlaces glicosidicos e interacciones en la matriz alimenticia que ocurren durante el
procesamiento (27). Las antocianinas estuvieron mayormente en Tinkuy, seguido de Kitipsho,
Huevo de Indio y con ausencia en Azucar Cantina en las muestras frescas cultivadas en
Cahuac y Huallmish, lo interesante se reconocié presencia de antocianinas después de la
fritura en Azucar Cantina (27), las antocianinas disminuyen después del proceso de coccion
con ebullicion durante 20 a 25 minutos (29). Asimismo, después de la fritura, las antocianinas
totales disminuyeron de 58,1 a 33,6 mg de cianidina-3-glucésido equivalente/100 g base seca
desgrasada (27).
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CONCLUSIONES

Segtin el contenido de materia seca y gravedad especifica las variedades evaluadas tienen
aptitud para fritura especialmente Huevo de Indio cultivada en Cahuac y Huallmish, azucar
Cantinay Tinkuy cultivadas en el caserio de Huallmish. El contenido de antocianinas, fendlicos
totales, capacidad antioxidante por el método DPPH y ABTS se vieron incrementados por
el proceso de fritura, en las dos zonas cultivadas en la region Huanuco para las cuatro
variedades. La zona de cultivo influy6 en los contenidos de azicares reductores y ceniza para
las cuatro variedades evaluadas. La variedad Tinkuy y Kitipsho son potenciales fuentes de
componentes bioactivos y capacidad antioxidante.
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DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE BIOPELICULAS
A PARTIR DE MEZCLAS DE ALMIDON DE MAIZ - PAPA,
SORBITOL Y ACEITE ESENCIAL DE OREGANO
(Origanum vulgare)

Alexandra Leon Moncada™, Noemi Bravo Aranibar®; Silvia Pandia Estrada, Miguel
Aleman Polo®, Renzo Romero Santivafiez?

RESUMEN

En el presente trabajo se elaboraron biopeliculas mediante el método de casting utilizando
disefio factorial multinivel 2x2x3, siendo los factores: concentracion de sorbitol (60% y 80%),
temperatura de proceso (85°C y 95°C) y proporciones de almidon de papa (P) y almidén de
maiz (M): 0%M:100%P, 25%M:75%P y 50%M:50%P, para la determinacion de la mejor
formulacion en base a sus propiedades mecénicas: resistencia a la traccion (RT, N/mm?2) y
elongacion (E, %). Los resultados se aceptaron con un nivel de 95% de confianza (p <0.05) y
mediante comparacion de medias LSD. El tratamiento seleccionado fue obtenido empleando
sorbitol al 60%, temperatura de proceso al 95°C y proporcion de mezcla al 50%P:50%M,
obteniéndose 6,23 N/mm2 de RT y 14,67 % de elongacion. Esta formulacion se empleé como
base polimérica para la segunda etapa, donde se adiciond 0, 1 y 2,5 % de aceite esencial de
orégano (AEO) utilizando un disefio factor categoérico individual, en el que se determind la
influencia del AEO sobre la actividad antimicrobiana. Se seleccion6 la biopelicula con 1%
de AEO, con un nivel de 95 % de confianza (p < 0,05), la cual mostré un valor de RT de 4,03
N/mm?2, 30,21 % de E y actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, seguido
de Bacillus cereus. Todos los resultados fueron evaluados mediante analisis de varianza
(ANOVA) y aceptados con un nivel de 95 % de confianza (p < 0,05).

Palabras clave: Biopeliculas, sorbitol, aceite esencial, disefio factorial.
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DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF BIOFILMS
FROM MIXTURES OF CORN - POTATO STARCH, SORBITOL
AND OREGANO ESSENTIAL OIL (Origanum vulgare)

ABSTRACT

In the present work, biofilms were elaborated by means of the casting method using a 2x2x3
multilevel factorial design with a replica, being the factors: sorbitol concentration (60%
and 80%), process temperature (85°C and 95°C) and proportions of potato starch (P) and
corn starch (M): 0%M:100%P, 25%M:75%P and 50%M:50%P, for the determination of
the best formulation based on their mechanical properties: tensile strength (RT, MPa) and
elongation (E, %). The results were accepted with a 95% confidence level (p < 0.05) and
by comparison of LSD means. The selected treatment was obtained using sorbitol at 60%,
process temperature at 95°C and mixing ratio at 50%P:50%M, obtaining 6,23 N/mm2 of RT
and 14,67% of elongation. This formulation was used as a polymeric base for the second
stage, where 0, 1 and 2,5% of oregano essential oil (AEO) was added using an individual
categorical factor design, in which the influence of AEO on antimicrobial activity was
determined. The biofilm with 1% AEO was selected, with a 95% confidence level (p < 0,05),
which showed an N/mm2 value of 4,03 MPa, 30,21% E, and antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus, followed by Bacillus cereus. All results were evaluated by analysis
of variance (ANOVA) and accepted at a 95% confidence level (p < 0,05).

Key words: Biofilms, sorbitol, essential oil, factorial design.

INTRODUCCION

A nivel mundial, la produccion de plasticos en el 2017 alcanz6 los 348 millones de toneladas,
volumen superior en 3,8% respecto a lo registrado en el 2016. Conforme a los datos
publicados por la Sociedad Nacional de Industrias, en un reporte sectorial del 2019, Pert ha
aumentado en 4,5% la produccion de plasticos, siendo tinicamente superado por Colombia
en un 0,3%, en base a los paises que conforman la Alianza del Pacifico®. En el Peru, se
utiliza al afio aproximadamente 30 kg de plastico por ciudadano, en promedio; siendo el
volumen total anual cerca de 3 mil millones de bolsas plasticas mientras que a nivel de
Lima Metropolitana y Callao se generan 886 toneladas de residuos plasticos al dia, lo que
representa el 46% a nivel nacional'®. Debido a esta problematica, una de las herramientas es
concentrar mayor inversion en innovacion para la generacion de productos de plasticos que
sean mas sostenibles, en tal sentido, se contempla como estrategia, el uso de bioplasticos
como biopeliculas generalmente desarrolladas con carbohidratos, proteinas, grasas y otros
biopolimeros, representando una de las alternativas mas prometedoras en comparacion a los
polimeros sintéticos como materiales de embalaje, contribuyendo asi al impulso para reducir
el consumo los plasticos comunes'”.
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La produccion de bioplasticos inteligentes ha recibido mucha atencion por parte de la
comunidad cientifica, ya que, estos materiales informan a los consumidores sobre el
estado de los alimentos perecederos, advierten sobre la presencia de contaminantes, y/o
alimentos adulterados. Esta seria una forma de reducir la gran cantidad de alimentos que
los consumidores descartan y que podrian alimentar a todos las personas que actualmente
padecen hambre en el mundo''. Dentro de las alternativas para la produccion de bioplasticos,
el almidon es una materia prima base para el desarrollo de productos comestibles siendo la
produccion de biopeliculas un area bastante explorada debido a su amplia disponibilidad, bajo
costo, no toxicidad, renovabilidad, biodegradabilidad y capacidad para ser procesadas por
equipos actualmente disponibles en las industrias de polimeros y alimentos?. Sin embargo,
las biopeliculas basadas en almidon poseen dos inconvenientes principales: la hidrofilia y la
fragilidad que aun deben superarse, antes de ser aplicadas ampliamente como materiales de
envasado de alimentos?. Por tal motivo, se proponen alternativas para mejorar las propiedades
de las peliculas de almidon como, por ejemplo: la modificacion del almidon nativo, el uso de
diferentes plastificantes, mezcla de almidon con otros polimeros naturales o sintéticos, el uso
de aditivos alimentarios y la adicion de nano rellenos naturales o modificados.

Tal como se menciona, la formulaciéon de biopolimeros con almidon, plastificantes y aceites
esenciales ha continuado el desarrollo de investigaciones con el fin de mejorar las propiedades
de las biopeliculas de almidon. Estas mezclas, segun las caracteristicas de sus constituyentes,
pueden ofrecer cualidades mejoradas en sus propiedades de barrera como la permeabilidad al
vapor de agua, propiedades mecanicas y de color'. Sin embargo, para ser comercializados son
necesarios mas estudios enfocados en la produccion de envases y embalajes alimentarios-
biodegradables y seguros, eliminando las barreras que limitan su uso y aplicacion.

La justificacion del presente estudio radica en la sustitucion de plasticos derivados de petroleo,
una opcion distinta a lo convencional que viene dada por el desarrollo de biopeliculas
utilizando almidon de maiz y de papa, considerados como dos de los polisacaridos mas
comerciales, comiinmente encontrados en diferentes fuentes vegetales y también por sus
optimas propiedades para formar biopeliculas; asi como el uso de sorbitol como plastificante
natural que modifica las propiedades mecanicas para obtener peliculas con mayor flexibilidad
y menos quebradizas y aceite esencial de orégano para inhibir el crecimiento bacteriano de
Staphylococcus aureus y Bacillus cereus.

PARTE EXPERIMENTAL
1.1. Elaboracion de las biopeliculas
Laeclaboracion de biopeliculas se realizo mediante el método de casting o moldeo, se prepararon
concentraciones de 4% p/p de almidon, considerando las proporciones OM:100P, 25M:75P,
50M:50P, siendo “M” de almidon de maiz y “P” de almidon de papa, respectivamente. La

mezcla de almidones se disolvid en una fraccion de agua fria, y luego se trasvaso a un matraz
que contenia la fraccion restante de agua caliente. La solucion formadora de biopelicula
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(SFB) se llevo a agitacion constante en el agitador magnético (C-MAG, IKA, USA), segun la
temperatura de proceso (85°C, 95°C) a una velocidad de 600 RPM, manteniendo constante la
temperatura de gelatinizacion durante 1 h, posteriormente se adiciond el plastificante sorbitol
al 60% y 80% del peso total del almidon (p/p de almidon) y se mantuvo bajo las mismas
condiciones de temperatura y agitacion durante 30 min mas. Luego, la SFB fue sonicada por
10 min a 40 °C. Por otro lado, se prepar6 una solucion de gelatina comercial al 2% p/v a 40
°C. La nueva mezcla se conformé de SFB y gelatina en una proporcion de 95:5. Se adiciond
0%, 1% y 2,5% de AEO y se homogeniz6 a 13500 RPM por 1 min y a 20500 RPM por 3
min, terminada la homogenizacion, la SFB se colocd nuevamente en el sonicador durante 10
minutos a 40° C para eliminar las burbujas.

1.2. Extraccion del aceite esencial de orégano

Se utilizé 5 kg de hojas secas de orégano (Origanum vulgare), seleccionando hojas sin
magulladuras, manchas oscuras, decoloradas y presencia de impurezas. La extraccion del
aceite se realizd con incorporacion de agua en una relacion agua: materia prima de 1: 6
mediante la técnica de hidrodestilacion por un periodo de 2 horas por cada batch. El proceso
de extraccion se inicid cuando el vapor producido por la ebullicion del agua, entrd en contacto
con las hojas de orégano, arrastrando el aceite esencial hacia el condensador, mediante
intercambio de calor, produciendo el denominado hidrolato (mezcla de vapor condensado y
aceite esencial). Para la separacion de aceite esencial del hidrolato, se utilizo el método de
decantacion. El aceite esencial orégano (Origanum vulgare) fue envasado en recipientes de
vidrio de color &mbar y almacenado en refrigeracion a 4 °C.

1.3. Metodologia experimental

Se utilizd un disefio factorial multinivel 2x2x3 conformado por 2 concentraciones
de sorbitol, 2 temperaturas de proceso y 3 proporciones de almidéon de maiz y papa. Se
consider6 conveniente codificar los niveles de las proporciones de almidon de maiz y de
papa con valores de 0, 25 y 50 correspondientes a las proporciones de almidon de maiz en la
mezcla. La seleccion de los niveles en cada factor se decidi6 en base a la literatura cientifica
y con experimentos preliminares. La resistencia a la traccion-RT y elongacion-E fueron las
variables respuesta.

Eldisefio factorial 2x2x3 consistio de 12 tratamientos con 1 réplica, obteniendo aleatoriamente
24 corridas experimentales como se muestra en la Tabla 1. Todos los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el programa Statgraphics 18. Se utilizo el andlisis de varianza para
verificar la significancia de las variables en estudio. Las variables independientes con valor
de probabilidad p del estadistico F (prob > F) menores al nivel de significancia (o = 0,05)
fueron consideradas dentro de los efectos significativos. La diferencia minima significativa
(LSD) fue usada con el 95% del nivel de confianza.
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Tabla 1. Disefio factorial multinivel 2x2x3 utilizado en la elaboracion de biopeliculas a base de una
mezcla de almidon de maiz - papa y sorbitol

Factores Variables Respuesta
Al: B1: Cl: Resistenciaala  Elongacion (%)
Experimento  Sorbitol =~ Temperatura  Proporcion Traccion
(%) de proceso de almidon (N/mm2)
0 (%)
1 60 85 50 5,32 2391
2 80 95 0 2,24 29,17
3 60 85 0 3,99 25,84
4 60 95 0 4,83 21,05
5 60 95 50 6,23 14,67
6 60 95 25 7,03 23,03
7 80 85 25 4,51 37,14
8 80 85 0 2,05 33,74
9 60 85 25 5,84 27,30
10 80 85 50 4,70 34,68
11 80 95 50 4,62 28,62
12 80 95 25 3,84 28,75

Después de la determinacion del mejor tratamiento en la etapa anterior, que consistioé en que
p-value es menor que 0,05 en los analisis de varianza, generando diferencias significativas
entre las medias de las propiedades mecanicas de los tratamientos analizados con un nivel de
confianza del 95%. En base a estos resultados y esperando obtener las condiciones adecuadas
de elaboracion de biopeliculas, se decide seleccionar el tratamiento 5, por ser uno de los
tratamientos con alta resistencia a la traccion y el minimo valor en elongacion.

Se determind el porcentaje de AEO que presento el mayor valor de actividad antimicrobiana,
para lo cual se evaluaron 2 concentraciones de AEO (-1,0% y 2,5%), ademas del tratamiento
control en la formulacion definida.

1.4 Caracterizacion de las biopeliculas con aceite esencial de orégano

1.4.1 Espesor

La medicion del espesor se determind con un micrometro digital. El resultado se obtiene
partir del promedio de 8 medidas realizadas a una seccién de biopelicula de 2 cm de ancho
x 10 cm de largo.

1.4.2 Resistencia a la traccion

La resistencia a la traccion se evalud de acuerdo a la norma D882-02-ASTM del afio 2002,

con algunas modificaciones, utilizando el equipo analizador de textura (CT3, Brookfield,
USA) a una humedad relativa constante de 50% + 5%. Inicialmente las biopeliculas fueron
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cortadas en tiras de 2 cm de ancho x 10 cm de largo. Las condiciones de ensayo fueron las
siguientes: Valor meta: 50 mm, carga de activacion: 15 g, velocidad de prueba: 1 mm (seg)
El resultado final se obtuvo a partir del promedio de 8 medidas. Los valores de pico carga
obtenidos fueron remplazados en la siguiente ecuacion:

» N Fuerza (N)
Resistencia a la traccién ( 2) = —
mm Area (mm?)

m
Fuerza (N) = Masax9.8 2

Masa (kg) = Pico Cargax 1073
Area (mm?) = Espesor x Ancho de la muestra

1.4.3. Elongacién

La elongacion de las biopeliculas se determindé mediante la norma D882-02- ASTM del
afio 2002 con algunas modificaciones, utilizando el equipo analizador de textura (CT3,
Brookfield, USA) de acuerdo al item 1.4.2. El resultado se obtuvo a partir del promedio de
8 medidas. Los valores obtenidos de deformacion seglin pico fuerza fueron remplazados en
la siguiente ecuacion:

Deformacion segun Pico Fuerza

Porcentaje de Elongaciéon (%) = Largo de la muestra x 100

1.4.4. Actividad antimicrobiana

Se utilizo la técnica de difusion en agar?' con algunas modificaciones, se emplearon los
cultivos bacterianos de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Bacillus
cereus y Salmonella spp. Las bacterias se activaron en una solucion salina NaCl al 0,85 %,
estas se agitaron hasta disolver el inoculo. La turbidez de los tubos con las cepas bacterianas
fue comparada con el patron Mc. Farland 0,5 (mantener en refrigeracion a 4 °C). Se inoculd
100 pl de cada solucion bacteriana en placas Petri con agar Mueller Hilton, mediante la
técnica de difusion en agar para evaluar el efecto de la actividad antimicrobiana de las
biopeliculas ante las cepas bacterianas. Se obtuvieron discos de 15 mm de didmetro para
las biopeliculas del tratamiento control y para las biopeliculas con 1% y 2,5% de AEO y se
ubicaron en el centro de una placa Petri. Las placas se mantuvieron en refrigeracion durante 3
h permitiendo que el aceite esencial se difunda en el medio de cultivo y después se incubaron
a 35°C por 24 h. Posteriormente, se evaluo la formacion del halo de inhibicion alrededor de
la biopelicula sobre la placa Petri.
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RESULTADOS Y DISCUSION
1.1. Propiedades fisicas

Las biopeliculas obtenidas mostraron una apariencia y espesor deseables, tal como se
muestra en la figura 1. Estas biopeliculas resultaron ser facilmente desprendidas de la
superficie de fundicion y fueron visualmente homogéneas sin separacion de fases, grietas o
burbujas, también se observo que la transparencia de la biopelicula disminuye a medida que
se increment6 la proporcion de almidon de maiz.

Fig. 1. Biopeliculas con almidon de maiz al 25 % (a) y al 50 % (b).

Sin embargo, la superficie de las biopeliculas con AEO presentaron una reduccion de la
homogeneidad con presencia de poros mas pronunciados en la superficie (Figura 2). La
hidrofobicidad del aceite y su diferencia de densidad con la solucion acuosa de almidon
puede afectar la estabilidad de la solucion filmogénica y consecuentemente formar estructuras
heterogéneas debido a la separacion de fases y presencia de poros'?. Los tratamientos
presentaron una diferencia significativa (P <0,05). Para las biopeliculas con 1% de AEO,
se observo un menor espesor con promedio 0,07 mm, a comparacion de las biopeliculas
control con un espesor de 0,11 mm. Este resultado indicé que las aglomeraciones de
pequeiias particulas de aceite esencial en la pelicula no tuvieron un efecto pronunciado sobre
el espesor, algunas de las causas podrian ser la eficaz homogenizacion de la emulsion, la
volatilizacion del aceite esencial durante la elaboracion y secado, etc. Este resultado no se
relaciona con lo reportado por otras peliculas con aceite esencial, donde el espesor no tuvo un
efecto pronunciado al aumento?®!. De igual forma, contradice que la incorporacion de aceite
esencial de naranja aumento el espesor de las peliculas atribuyendo este comportamiento a la
red de microgotas de aceite esencial en la matriz polimérica, plegando la compacidad de la
estructura de la matriz de almidén®.
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1.2. Propiedades mecanicas

Las medidas de RT se encontraron dentro de un rango de 2,06 MPa — 7,04 MPa, mientras que
los de elongacion oscilaron entre 14,67 % hasta 37,14 %. larelacion de resistencia a la traccion
vs. sorbitol es indirectamente proporcional en los niveles de 60% y 80%. Los resultados del
presente estudio se encuentran dentro de los valores reportados por investigaciones similares,
para biopeliculas de almidon de camote formuladas con 2 plastificantes, glicerol y sorbitol,
conun rango de respuesta de 1,76 29,78 MPay 4,95 a 9,37 MPa respectivamente, observando
que a medida que aumenta el plastificante, la respuesta disminuye independientemente del
tipo de plastificante anadido (glicerol o sorbitol)®.

Fig. 2. Biopeliculas con 1% de aceite esencial de orégano (a) y con 2,5% de AEO (b).

Para peliculas de almidon de maiz se muestra la misma relacion®, este comportamiento esta
relacionado con las modificaciones estructurales de la red de almidon cuando se incorporan
las diferentes cantidades del aditivo, ya que se mezclan e intercalan entre las cadenas del
polimero, interrumpiendo los enlaces de hidrégeno y separando las cadenas poliméricas
provocando asi el aumento de la flexibilidad, en pocas palabras la matriz de la pelicula
se vuelve menos resistente a medida que el porcentaje del plastificante incremente'’. La
temperatura de proceso en los niveles de 85°C y 95°C influye ligeramente sobre la resistencia
a la traccion, esta dependencia se utiliza para la conversion de los granulos de almidon en
peliculas. Este efecto se genera por los cambios impulsados por la temperatura alterando
la region cristalina?. Para las proporciones de almidon de maiz y papa se observa que la
resistencia a la traccion, aumenta a medida que se incrementa la proporcion de almidén de
maiz, este comportamiento se asemeja a lo reportado en almidones de yuca y maiz, donde
existe un efecto sinérgico por parte de las mezclas binarias®. Las peliculas de almidon de
maiz obtuvieron una resistencia minima a la traccion de 2,21 MPa mientras que las peliculas
de almidon de papa mostraron una resistencia a la traccion mas alta de 3,16 MPa®, lo que
puede deberse a su menor contenido de amilosa (21%) que el almidon de maiz (28%),
asi mismo encontraron que las propiedades de traccion de las peliculas de almidon mixto
(maiz y papa) fueron de 3,14 MPa, lo que difiere con los valores reportados en el presente
estudio. Por otra parte, las peliculas con mayores cantidades de amilosa normalmente
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poseen mejores caracteristicas de formacion de pelicula que incluyen resistencia mecanica
y alargamiento'?. La alta disminucion de la resistencia a la traccion esta asociada con la
estructura quimica de los plastificantes'®, el glicerol (92 g/mol) tiene menor masa molecular
a comparacion del sorbitol (180 g/mol), lo que permite inducir mas facilmente la creacion
de espacios intermoleculares entre cadenas de polimero disminuyendo el numero de enlaces
de hidrégeno unidos a las cadenas de almidon. la elongacion aumenta a mayor porcentaje de
plastificante y disminuye conforme incrementa la temperatura de proceso. Los resultados del
presente estudio superan lo reportado en almidon de camote® 1,84 a 9,00% en peliculas con
sorbitol, sin embargo, de igual forma afirman que el plastificante logro el efecto de bloqueo
al interferir con la interaccion intermolecular aumentando el volumen libre en la matriz
polimérica. Este aumento de respuesta también se debe a la mayor ocupacion del espacio
a través de los enlaces de hidrogeno del plastificante, lo que probablemente interrumpe la
estructura del polimero y se convierte en una estructura con mayor movilidad. La resistencia
a la traccion es mayor para las biopeliculas con 60% de sorbitol en la matriz polimérica a
una temperatura de 95°C. Por otro lado, se observa que las biopeliculas elaboradas con una
mezcla de 50% almidon de maiz y 50% almidon de papa, presentan mayores resistencias a
la traccion, especificamente en el menor nivel de plastificante, por lo que se comprueba que
las propiedades de biopeliculas a menudo se relacionan con las interacciones que dependen
de la concentracion de los componentes?. La resistencia a la traccion para biopeliculas al
1% de AEO muestra menores valores de RT, con promedio de 4,03 MPa, a comparacion de
las biopeliculas control con un valor de 6,14 MPa, esta variacion se debe a la incorporacion
del aceite esencial de orégano en la matriz polimérica. Asi mismo, las biopeliculas al 1%
de AEO muestran mayores valores de E, con promedio de 30,21 %, a diferencia de las
biopeliculas control con un valor de 14,68 %, esta oscilacion se debe a que el aceite esencial
actia como un plastificante aumentando la flexibilidad de la biopelicula. Liu et al. (2018)
reportd que peliculas con 0% de AEO mostraron valores mas altos de RT y valores mas
bajos de E, a comparacion de muestras con 1, 3 y 5% de AEO, debido a que la presencia de
gotitas de aceite en peliculas a base de biopolimeros conlleva a la separacion de fases, este
hecho es resultado de la dificultad para formar especies lipofilicas en una matriz cohesiva.
Se reporta el mismo comportamiento en biopeliculas control de almidon de yuca y con aceite
esencial de canela?, concluyendo que la introduccion de aceite esencial reduce la interaccion
molecular entre cadenas poliméricas dando como resultado: materiales con menor resistencia
a la traccion. Las reacciones de los aceites esenciales se producen por la influencia del
tipo y concentracion de aceite esencial', por la naturaleza de la matriz del polimero, por
las interrelaciones especificas entre sus compuestos, por el método de homogenizacion,
el cual establece el area efectiva de interaccion entre elementos de la matriz polimero-
aceite. La alta fragilidad de la matriz se debe al enorme numero de discontinuidades en una
estructura heterogénea, produciéndose biopeliculas con gran cantidad de fase dispersa, este
comportamiento se presenta con la incorporacion excesiva de aceites esenciales y algunos
compuestos no poliméricos inmiscibles con la matriz. A pesar de ello, a niveles y métodos
de incorporacion adecuados de aceite esencial se pueden reforzar las biopeliculas mediante
interrelaciones especificas entre sus compuestos.
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1.3. Actividad antimicrobiana

El1 AEO demostré un efecto inhibidor sobre los microorganismos testeados: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris y Bacillus cereus. E1 AEO no inhibid el crecimiento
del microorganismo probado Sal/monella spp. Las zonas inhibitorias de AEO eran mas
grandes en este orden Bacillus cereus, seguido de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli y por ultimo Proteus vulgaris, tal como se muestra en la figura 3. Se observo que las
biopeliculas con AEO al 1% y 2,5% de AEO inhibieron a Staphylococcus aureus y Bacillus
cereus. No se observo actividad antimicrobiana de las biopeliculas para las cepas bacterianas
de Escherichia coli y Proteus vulgaris en las concentraciones de 1y 2,5% de AEO. Para el
caso de Salmonella spp. se observo un efecto inhibitorio a una concentracion de 2,5 % de
AEO en la biopelicula. Se evaluo la actividad antimicrobiana de las biopeliculas contra cinco
bacterias seleccionadas, Escherichia coli (gram -), Staphylococcus aureus (gram +), Proteus
vulgaris (gram -), Bacillus cereus (gram +) y Salmonella spp. (gram -). La pelicula de control
(sin AEO) no mostro algun efecto antimicrobiano contra los 5 microorganismos estudiados.
Las biopeliculas sin AEO no mostraron actividad antibacteriana contra E. coli, Pseudomonas
fluorescens, Lactobacillus acidophilus y Listeria innocua'®*'. En los resultados del presente
estudio se observaron areas de inhibicién (P <0,05) contra las dos cepas microbianas
Staphylococcus aureus (gram +) y Bacillus cereus (gram +) en las biopeliculas formuladas
con 1% y 2,5% de AEO. También se observa que conforme incrementa la concentracion
de AEO aumenta el area de inhibicion contra Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, de
7,72 mm hasta 8,93 mm y de 5,50 mm hasta 7,09 mm respectivamente, estos valores fueron
menores a los reportados en biopeliculas de matriz polisacarido - proteina y AEO contra
Staphylococcus aureus'. Las emulsiones con mayor concentracion de AEO se inmovilizaron
en la matriz de la biopelicula'®. Por otro lado, la falta de actividad antimicrobiana contra las
demas cepas bacterianas se explica mediante la volatilizacion del AEO durante la fabricacion
de biopeliculas. Asi mismo, las biopeliculas al 2,5% se muestran visualmente incompatibles
a utilizar, debido a los agujeros pronunciados, falta de homogeneidad, desagradable olor
y al color oscuro observado en la superficie de la biopelicula. Las peliculas incorporadas
con 0,8% AEO mostraron cierto efecto inhibidor contra S. aureus, L. monocytogenes y
S. enteritidis'®, mientras que la leve inhibicion se encontrd para E. coli. La concentracion
minima de AEO a la que las peliculas comienzan a exhibir actividad antibacteriana es con
la incorporacion del 1% AEO*, valor acorde al presente estudio. El efecto antibacteriano
del AEO se ha atribuido principalmente a fraccion terpenoide del orégano compuesta por
carvacrol, timol y p-cimeno’. Se expresé que carvacrol forma canales a través de la membrana
bacteriana separando las cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos, permitiendo que los
iones abandonen el citoplasma®.
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Fig. 3. Actividad antimicrobiana del AEO frente a Escherichia coli (a), Staphylococcus aureus (b),
Proteus vulgaris (c), Bacillus cereus (d)

Se pudo observar que S. aureus fue la bacteria mas sensible en peliculas que contienen AEO,
mientras que £. coli fue una de las mas resistente. Esta diferencia de sensibilidad entre los
microorganismos esta de acuerdo con los datos reportados previamente para peliculas con
AEO*.Las peliculas que contienen aceite esencial de orégano fueron mas eficaces contra
S. aureus que otros grampositivos y bacterias gramnegativas probadas'. Las peliculas
biodegradables producidas con AEO mostraron zonas de inhibicidon mas grandes para
cepas bacterianas gram-positivas como S. aureus y L. monocytogenes y pequeias zonas
de inhibicion para bacterias gramnegativas (S. enteritidis y E. coli)*. Se observaron que B.
cereus grampositivo era mas altamente inhibido por el AEO en comparacion con E. coli
gram-negativo’. En general, los aceites esenciales son algo mas eficaces contra bacterias
grampositivas que gramnegativas. Este comportamiento debido a la presencia de una
membrana externa ubicada alrededor de la pared celular en bacterias gramnegativas®, limitando
la difusion de sustancias hidrofobas mediante su recubrimiento de lipopolisacaridos. La
actividad antimicrobiana del AEO ante a algunos microorganismos y contra otros no, puede
deberse a una pérdida parcial de compuestos volatiles durante la fabricacion de peliculas®,
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razén posible por la que se podria explicar este resultado. Sin embargo, para S. aureus y
B. cereus, estos resultados demuestran que el AEO puede inmovilizarse en la matriz de
almidon y, en consecuencia, impedir el desarrollo de microorganismos. Tal como se reportd
anteriormente, la actividad antimicrobiana de la biopelicula al 1% de almidon se presenta
frente a Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, siendo mas efectiva frente a S. aureus, tal
como se muestra en la figura 4.

Fig. 4. Actividad antimicrobiana de la biopelicula al 1% de AEO frente a Staphylococcus aureus (a) y
Bacillus cereus (b)

CONCLUSIONES

La mejor formulacion de la biopelicula fue 60% de sorbitol, 95°C temperatura de proceso y
50% almidon de maiz: 50% almidon de papa, cuyo valor de resistencia a la traccion es 6,23
N/mm?2 y de elongacion 14,67 %.

Las biopeliculas al 2,5 % de aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) presentaron
mayor inhibicion de la cepa Staphylococcus aureus y Bacillus cereus frente a las de 1% de
AEOQ, sin embargo, la biopelicula al 1% presenté mejor apariencia fisica.

Las biopeliculas al 1% de AEO presentaron espesor de 0,07 mm y propiedades mecanicas de
4,03 MPa en resistencia a la traccion y 30,21 % de elongacion.
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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el desempefio del modelo de Redes
Neuronales Artificiales (RNA) para pronosticar las concentraciones de PM,  en el aire, para
lo cual se hizo un caso estudio para el distrito de Ate, Lima. Para ello se desarrollé distintas
arquitecturas de RNA usando como datos de entrada a los registros de contaminantes del
aire y variables meteoroldgicas obtenidas de la Estacion de Monitoreo de la Calidad del Aire
“ATE” y datos simulados del modelo WRF-CHEM. Las diferentes arquitecturas de RNA
pasaron por un proceso de entrenamiento y verificacion, y su desempefio se evalué mediante
el Error Cuadratico Medio (ECM), la precision (BIAS) y el coeficiente de determinacion
(R?). Se determiné que la arquitectura que tiene un mejor desempeifio tuvo 19 neuronas en
la capa oculta, con valores de 0,0230 para el ECM, 0,5308 para la BIAS y 0,823 para el R?,
asimismo, esta puede brindar prondsticos hasta con 6 horas de antelacion. Este estudio puede
contribuir a la implementacion de Sistemas de Alertas Tempranas (SAT) sobre posibles
incrementos en el aire de las concentraciones de PM .

Palabras clave: PM_ , Redes Neuronales Artificiales, RNA, Lima, contaminacion del aire,

10°
modelamiento de la calidad del aire.

FORECAST OF THE CONCENTRATIONS OF PARTICULATE
MATTER IN THE AIR (PM10) USING ARTIFICIAL NEURAL
NETWORKS: CASE STUDY IN THE DISTRICT OF ATE, LIMA.

ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the performance of the Artificial Neural Network
(ANN) model to predict the concentrations of PM, in the air, for which a case study was
made for the district of Ate, Lima. For this, different ANN architectures were developed
using as input data the records of air pollutants and meteorological variables obtained
from the Air Quality Monitoring Station "ATE" and simulated data from the WRF-CHEM
model. The different ANN architectures went through a training and verification process,
and their performance was evaluated using the Mean Square Error (MSE), precision (BIAS)
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and determination coefficient (R?). It was determined that the architecture that has a better
performance had 19 neurons in the hidden layer, with values of 0,0230 for the ECM, 0,5308
for the BIAS and 0,823 for the R?, likewise, it can provide forecasts up to 6 hours in advance.
This study can contribute to the implementation of Early Warning Systems (SAT) on possible
increases in the air of PM,  concentrations.

Key words: PM,, Artificial Neural Networks, ANN, Lima, air pollution, air quality
modeling.

INTRODUCCION

El material particulado con un didmetro menor a 10 micras (PM, ) es uno de los contaminantes
atmosféricos ampliamente asociados a problemas de salud!?; puede estar compuesto por
diferentes elementos quimicos, como por ejemplo cadmio, plomo, carbono, arsénico’. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha catalogado a la contaminacion del aire como un
causante de cancer en las personas*; asimismo, otras investigaciones han encontrado relacion
entre el PM,  y afectaciones a la salud como asma, infecciones respiratorias y enfermedades
cardiovasculares®. En los ultimos afios se ha hecho mas frecuente a nivel internacional el
desarrollo de estudios para modelar las concentraciones de PM  utilizando las bondades
de las Redes Neuronales Artificiales (RNA)S; la cual es un modelo inspirado en el sistema
nervioso biologico ya que se compone de neuronas artificiales (nodos), colocados en capas y
conectados entre si que son capaces de aprender de los patrones que se les presentan y de los
errores cometidos en sus procesos de aprendizaje, identificando patrones nunca antes vistos’.
Esta técnica ha mostrado buenos resultados para pronosticar concentraciones de material
particulado; siendo los perceptrones multicapa, las arquitecturas de RNA mas cominmente
aplicadas en ciencias atmosféricas debido a su capacidad para representar relaciones
funcionales entre predictores y predictandos®. Franceschi et al. ° utilizaron las RNA para
pronosticar concentraciones de PM, y PM, ; en Bogotd, Colombia obteniendo indicadores
de desempefio aceptables. Este tipo de modelos han sido usados también en Chile'® e Italia''.

En el Area Metropolitana de Lima-Callao (AMLC), el crecimiento demografico, ha afectado
negativamente a la calidad de aire. El AMLC ha sido considerada como una de las ciudades
mas contaminadas por material particulado en Latinoamérica'>!3. Segtin informes del Servicio
Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Pera (SENAMHI)** uno de los principales
contaminantes que excede con frecuencia su respectivo Estandar de Calidad Ambiental para
Aire (ECA-aire) es el PM, . De acuerdo con Silva et al."?, el AMLC posee una mala calidad
del aire con respecto al PM, , encontrandose concentraciones promedio diarias de 80 pg/m’,
siendo las zonas norte y este las mas contaminadas (concentraciones entre 90 y 110 pg/m?)
y la zona centro la menos contaminada (concentraciones entre 50 y 70 ug/m?). De todas las
estaciones de la Red de Monitoreo del AMLC, la que registra las mayores concentraciones de
PM,, durante los meses de verano y otofio (periodo enero-mayo) es la Estacion de Monitoreo
de Calidad del Aire (EMCA) ATE ubicada en el distrito de Ate. Dada la versatilidad que
tienen las RNA, esta investigacion busca usar datos registrados de estaciones y salidas de
modelos para usarlas como entrada a las RNA, debido a que estas pueden abrir una ventana
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de posibilidades para la implementacion de Sistemas de Alertas Tempranas sobre las posibles
elevadas concentraciones de PM, . Por ello, el presente estudio se enfoca en evaluar el uso de
las RNA para predecir las concentraciones de PM,  en el distrito de Ate.

PARTE EXPERIMENTAL

Base de datos de contaminantes y variables meteorolégicas

Los datos horarios de la EMCA ATE fueron proporcionados por el Servicio Nacional de
Meteorologia ¢ Hidrologia del Pert (SENAMHI). La base de datos de contaminantes del
aire y variables meteorologicas tuvieron registros de PM, , material particulado con diametro
menor a 2,5 micras (PM, ,), dioxido de nitrogeno (NO,), temperatura del aire (T), humedad
relativa (HR), velocidad del viento (VV), direccion del viento (DV) y radiacion solar (RS).
También fue entregado los datos provenientes de las simulaciones del modelo Weather
Research and Forecasting coupled with Chemistry (WRF-CHEM), estos consintieron de
datos de PMio wrr, PM2s wer, didxido de azufre (SO: wer), NO: wrr, monoxido de nitrogeno
(NO wrr), monoxido de carbono (CO wrr), T wrr, presion atmosférica en superficie (PSFC wrr),
componente zonal del viento a 10 metros (Uio wrr) y componente meridional del viento a
10 metros (Vio wer). El periodo solicitado correspondié del 2010 al 2018 con la finalidad de
analizar y entender el comportamiento de cada variable.

Ubicacién de la estacién de monitoreo

La EMCA ATE se encuentra situada dentro de la Plaza de Armas de “Vitarte”, perteneciente a
la zonificacion urbana tipo residencial, rodeada de areas principalmente comerciales y de uso
especial (educacion y salud). Por su lado noroeste recorre la carretera central, via principal
de acceso al AMLC, la cual une Lima con los distintos departamentos del interior del Pais.
La ubicacion de la EMCA es mostrada en la figura 1.

Figura 1. Mapa de ubicacion de la EMCA ATE
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Mineria de datos

Usando la funcion TimeVariation del paquete Openair (software R) se determino el patron
de comportamiento promedio horario de cada una de las variables analizadas incluida el
comportamiento del PM, , con el objetivo de entender su tendencia, patréon o variacion
durante el dia, mes y afio. En la figura 2 se muestra el comportamiento promedio horario del
PM,, durante el periodo 2010-2018.
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Figura 2. Variacion de las concentraciones horarias promedio de PM10 en los aflos del 2010 al 2018

Posteriormente al analisis visual de cada variable, se procedid a buscar patrones de
comportamiento que con la estadistica convencional no se pueden determinar, esto con la
finalidad de obtener nuevas variables para la construccion de patrén de entrada en la etapa de
entrenamiento de la RNA 15,10. Las variables incluidas son las siguientes:

- Hora (HO): esta variable fue establecida a partir de las 24 horas del dia (0-23).

- Dia (D): Esta variable fue establecida a partir de los 7 dias de la semana (1-7).

- Mes (M): Esta variable fue establecida a partir de los 12 meses del afio (1-12).

- Estacion (C_E): esta variable fue establecida a partir de las estaciones del afio. Asignando
valores numéricos de la siguiente manera, verano (1 — a partir del 21 de diciembre al 20
de marzo), otofio (2 — a partir del 21 de marzo al 21 de junio), primavera (3 — a partir
del 22 de junio al 21 de setiembre) e invierno (4 — a partir del 22 de setiembre al 20 de
diciembre).

- Concentracion horaria (C_H): la variable fue obtenida, asignando etiquetas de nocturno
(0) y diurno (1), es decir desde las 6:00 hasta las 18:00 horas (diurno) y desde las 19
hasta las 5:00 horas del dia siguiente (nocturno).

Seincorpord mas variables que representen larelacion o asociacion de los datos meteorologicos
y de contaminantes del aire10. Las variables obtenidas se muestran a continuacion:

- Promedio de la temperatura horaria maxima del dia anterior (MTND).

- Temperatura horaria maxima entre las 19:00 horas del dia anterior y 18:00 horas del
presente dia (TMND).
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- Diferencia entre la temperatura horaria maxima y minima del dia anterior (DMTN).

- Diferencia entre la temperatura horaria maxima y minima de entre las 19:00 horas del
dia anterior y 18:00 horas del presente dia (DMMT).

- Humedad relativa horaria promedio minima del dia anterior (MPHN).

- Humedad relativa horaria promedio minima entre las 19:00 horas del dia anterior y 18
horas del presente dia (MPHPN).

Finalmente se construy6 un patron de entrada con 38 variables, el cual es mostrado en la tabla
1, junto con sus valores minimo, promedio, maximo, conteo y su respectiva unidad.

Tabla 1. Variables que conformaron el patron de entrada para el entrenamiento de las RNA

Parametros Minimo Media Maximo Recuento Unidades
Entradas
PMas 4,08 45,33 276,8 3924 pg/m?
Ratio PM2.s/10 0,035 0,3987 0,9934 3924 -
NO2 0 32,65 137,46 3924 ug/m?
T 13,3 20,38 29,1 3924 °C
HR 42 76,5 100 3924 %
\'A% 0,1 1,2 33 3924 m/s
DV 21 238,44 347 3924 °
RS 0 587,81 3419,64 3924 W/m?
PMio_wrr 4,73 48,47 201,61 3924 ng/m?
PMas_wrr 3,06 40,89 178,9 3924 ug/m?
Ratio PMa.s/10-wrr 0,6 0,8 0,8876 3924 -
SO2-wrr 0,0008164 0,007261418 0,0310053 3924 ug/m?
NO2 wrr 0,0154325 0,208509847 0,988407 3924 ug/m?
NO_wrr 0,000001 0,031500848 0,4280814 3924 ug/m?
CO_wrr 0,2661 1,902243479 7,8237629 3924 pg/m?
T wrr 13,6577698  21,01975796 27,8684631 3924 °C
PSFC wrr 94862,86719  95319,81709  96483,88281 3924 hPa
Uio_wrr -5,771975 -0,749438696 4,7972865 3924 °
Vio_wrr -1,5429325 1,967574255 7,3669128 3924 °
ws_WRF 0,03938043  3,097598915  8,329012752 3924 m/s
wd_WRF 0,289666505  180,9486104  358,9540763 3924 °
Angulo WRF -89,92420412  -18,86790338  89,98832141 3924 °
HO 0 - 23 3924 Horas.
D 1 (lunes) - 7 (Domingo) 3924 dia
M 1 (enero) - 12 (diciembre) 3924 meses
CE 1 (verano) 4 (primavera) 3924 estaciones del afio
C H 1 (dia) 2 (noche) 3924 horarios
KM 1 1,773 2 3924 Cluster
MTND 16,5 24,2 29,1 3924 °C
TMND 16,5 24,19 29,1 3924 °C
DMTN 2,1 6,3 8,8 3924 °C
DMMT 1,5 6,26 9,7 3924 °C
MPHN 42 60,64 87 3924 %
MPHPN 42 60,66 87 3924 %
wsp 0,94 1,98 1,61 3924 m/s
wspn 0,92 1,19 1,47 3924 m/s
wdi 0,00000076 1 1,999 3924 -
Salida
PMio 13,57 118,2446507 676,3 3924 ug/m?
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Entrenamiento y Validacion de las Redes Neuronales Artificiales
Normalizacion de las RNA

Para la configuracion de las RNA, se utilizo el Software MATLAB R2008a el cual tiene
el toolbox (nntool). Previo a la configuracion, la base de datos pasé por un proceso de
normalizacion utilizando la ecuacion que se indica a continuacion:

X — Xmi
X=—"" (1

Xmax — Xmin

En donde X' es el valor de la variable normalizada, x es el valor de la variable sin normalizar,
xmin es el valor minimo de la variable sin normalizary x__es el valor maximo de la variable
sin normalizar. Con este proceso se obtuvo valores entre 0 y 1, los cuales no estaban afectadas
por unidades (adimensionales).

Arquitectura de la red neuronal artificial
No existe un criterio determinado para la seleccion de la arquitectura de las RNA'®. En

este estudio, se determino la arquitectura 6ptima para el prondstico del PM_ , en base a lo
realizado en investigaciones relacionadas (Tabla 2).

10°

Tabla 2. Referencias para la determinacion de la arquitectura de una red neuronal artificial para
pronostico de PM |

Cantidad de # Neuronas

#de  #Capas # Capas Tipo de Funciones de

Referencia Patrones de . en la Capa L
entrenamiento 2P ocultas  salidas Oculta Activacion
(Espinosa et al., 2017)"7 8 3 1 1 30 Logsig - purelin
(Park et al., 2017)'8 3 3 1 1 - Tangent -purelin
Pérez y Gramsh,
( 2oy1 61 13 3 1 1 8 -
(Feng et al., 2015)% 10 3 1 1 8 Sigmoid - purelin
g
Fernando et al.,
( 2011)2! 5 3 1 1 4 )
(Cortina, 2012)'* N 3 1 1 N/2 Sigmoid - purelin
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Validacion del modelo de RNA

Para la validacion de la red neuronal, se utiliz6 informacion de la concentracion promedio
horario del PM, del periodo 2017 (febrero) como variable objetivo y como variables
predictoras a los datos de la estacion de monitoreo de la calidad de aire ATE, los datos del
modelo WRF-CHEM vy los patrones encontrados después del analisis de mineria de datos.

Evaluacion del desempeiio del modelo RNA
Para evaluar el desempefio de los modelos de RNA, se emplearon tres indicadores: el
coeficiente de correlacion (R?), la raiz del error cuadratico medio (ECM) y BIAS. Cuanto

mayor es el R? y menor la ECM, mejor sera el efecto de prediccion de los modelos 8. Los
indices se pueden calcular mediante las siguientes ecuaciones:

po 05 30 = )’

= AS/ 20 (2)
a0 = )2 Z (0 — Vo)?
N i Niy2
ECM = l=1(y7v Vo) e

Donde y)y yi son los i-ésimos valores predichos y observados; Y, Yy, son el promedio del
valor previsto y observado; N es el nimero de muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION
Arquitectura éptima de la red neuronal

La arquitectura optima (tabla 3), fue determinada en funcion de las investigaciones revisadas.
Como algoritmo de aprendizaje, se adoptd el descenso de gradiente con el algoritmo de
retropropagacion (Backpropagation) ampliamente utilizado?''*. En adicién, se utilizo la
funcion “Logsig” y “purelin” como las funciones de transferencia de la capa oculta y capa de
salida respectivamente.

Tabla 3. Arquitectura 6ptima de la red neuronal utilizada para cada hora de antelacion

Patrones de # de capas Capas Capa de Neuronas enla  Funciones de activacién  Algoritmo de entrenamiento
entrenamiento ocultas salida capa oculta y validacion
38 3 1 1 19 Logsig - purelin Levenberg - Marquardt
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Estimacion de la concentracién promedio de PM,

Se estim¢ las concentraciones de PM 10 para cada hora de antelacion (1 a 24 horas) usando la
arquitectura optima. El desempefio de cada una, se evalué mediante los indicadores BIAS,
ECM y R? (Tabla 4).

Tabla 4. Estimacion del PM, con 1 a 24 horas de antelacion en la etapa de validacion.

Horas de antelacion BIAS ECM R?
1 0,5308 0,0230 0,823
3 0,6997 0,0265 0,78
6 1,1932 0,0345 0,812
9 1,2580 0,0355 0,660
12 1,2757 0,0357 0,637
15 1,4544 0,0381 0,687
18 1,4652 0,0383 0,641
21 2,4767 0,0498 0,663
24 2,7350 0,0523 0,502

Los modelos que obtuvieron mayor ajuste y menor error para la estimacion del PM
fueron los que se elaboraron con 1, 3 y 6 horas de antelacion. En la Figura 3, se observa la
correlacion entre las salidas del modelo neuronal con mejor desempefio para la estimacion
de la concentracion del PM,  con 1 hora de antelacion y los datos observados del PM,,
obteniendo un coeficiente de correlacion (R?) de 0,823, un ECM de 0,0230 y un sesgo (BIAS)
de 0,5308. Asimismo, se aprecia las series temporales de los datos observados y modelados
para el mismo periodo.
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Figura 3. Estimacion de las concentraciones del PM, j con 1 hora de antelacion. a) Serie de tiempo de
datos observados y modelados, b) Correlacion de los datos observados y modelados
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En la estimacion de la concentracion del PM, con 3 horas de antelacion, se obtuvo un
coeficiente de correlacion (R?) de 0,78, un ECM de 0,0265 y un sesgo (BIAS) de 0,6997.
Asimismo, en la figura 4 se aprecia las series temporales de los datos observados y modelados
para el mismo periodo.
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Figura 4. Estimacion de las concentraciones de PM,  con 3 horas de anticipacion. a) Serie de tiempo
de datos observados y modelados, b) Correlacion de los datos observados y modelado.

Para la estimacion de la concentracion del PM10 con 6 horas de antelacion se obtuvo un
coeficiente de correlacion (R2) de 0,812, un ECM de 0,0345 y un sesgo (BIAS) de 1,1932.
Asimismo, se aprecian las series temporales de los datos observados y modelados para el
mismo periodo (Figura 5).
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Figura 5. Estimacion de las concentraciones de PM, | con 6 horas de anticipacion. a) Serie de tiempo
de datos observados y modelados, b) Correlacion de los datos observados y modelados
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La precision de una estimacion con redes neuronales es muy afectada por la arquitectura,
asimismo, no existe un criterio determinado para la seleccion de esta '°, por lo que los
investigadores se basan en las experiencias para ajustarlos a sus realidades. Tal cual queda en
evidencia cuando se ve que al aumentar la cantidad de horas de antelacion para la estimacion
del PM, de 3 a 6, el R* incrementa de 0.78 a 0.812, Por lo cual, se tuvo que experimentar
y a la vez investigar mas sobre estudios parecidos y con resultados aceptables para poder
asi elaborar la Tabla 2. Otra de las consideraciones que se tuvo en la investigacion fue el de
encontrar asociaciones entre las variables meteorologicas y las concentraciones de PM,,
obteniendo nuevas variables para el entrenamiento de la red neuronal, lo que conllevo a que
la red neuronal disefiada obtenga un mejor desempefio al igual que Pérez y Reyes!'’.

En la etapa de validacion de cada arquitectura 6ptima para cada hora de antelacion, se encontrd
de que amedida que incrementaban las horas de estimacion el ECM y el BIAS, incrementaban
y el R? disminuida (lo cual quedo mas claro a partir del uso de 9 horas de antelacion),
como se puede observar en la Tabla 4. Este comportamiento es consistente a lo descrito en
varias investigaciones que tienen el fin de realizar predicciones de las concentraciones del
PM, '3?>172! pues las concentraciones del PM  provienen de muchas fuentes de emision y
estas pueden sufrir cambios al pasar las horas por efecto de la meteorologia'®.

Los resultados de la estimacion pudieron verse afectados por la cantidad de datos disponibles
para el entrenamiento de la red neuronal '*#2*!5 limitante que se encontro6 en el desarrollo de
esta investigacion. Sin embargo, las redes disefiadas son capaces de describir las tendencias
de las concentraciones del PM, como se puede visualizar en los resultados, de las cuales
las que obtuvieron mayor ajuste y menos error, fueron las de 1, 3 y 6 horas de antelacion
respectivamente.

CONCLUSIONES

* La red neuronal disefiada para el prondstico de la concentracion del PM10 para
distintas horas de antelacion en el distrito de Ate, tiene la capacidad de pronosticar
las concentraciones de PM10 con un buen desempefio (bajo error cuadratico medio
y sesgo BIAS asi como también un alto ajuste), hasta con 6 horas de antelacion. Para
una estimacion de 9 a 24 horas de antelacion, se encontrd que las salidas no muestran
un buen ajuste, sin embargo, las tendencias obtenidas son capaces de describir si las
concentraciones de PM10 incrementaran o disminuiran.

* La arquitectura mas optima para la estimacion de las concentraciones del PM10 en el
distrito de Ate, posee: 3 capas; 38 variables de entrada (inputs); 19 neuronas en la capa
oculta; una variable objetivo (target); utilizando una funcioén de activacion sigmoidal
(capa oculta) y una lineal (capa de salida).
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PROPIEDADES FISICOQUIMICAS, COMPOSICION QUIMICAY
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE ESENCIAL DE
Citrus jambhiri (Limén rugoso)

Mario Urrunaga-Ormachea®, Carla del Carpio-Jiménez*®, R. Giancarlo Gutierrez-Chavez?,
Ciro Tomaylla-Cruz*

RESUMEN

Las céscaras de los citricos presentan una gran cantidad de aceites esenciales con muchas
aplicaciones en las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria. En las ultimas décadas
en nuestro pais la industria de citricos ha alcanzado un gran despegue debido al aumento
de la produccién interna y el crecimiento de las exportaciones, esto sumado a que a nivel
internacional han ido cambiando los habitos alimentarios de los consumidores quienes buscan
alimentos funcionales, por lo que los citricos han ganado mucha atencion. Uno de los citricos
que ha venido destacando en paises como India y Nigeria es el Citrus jambhiri, que también
se cultiva en nuestro pais y presenta en sus cascaras un aceite esencial muy interesante.

El objetivo de la presente investigacion fue realizar la extraccion del aceite de la cascara de
Citrus jambhiri usando el método de destilacion por arrastre de vapor de agua y cuantificar
por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas los principales componentes
presentes en el aceite esencial, para luego comparar el porcentaje de rendimiento y los
principales componentes presentes en las cascaras de otras especies de citricos. Asimismo,
se establecio las principales propiedades organolépticas y fisicoquimicas del aceite, asi como
su actividad antioxidante.

Se establecié que el porcentaje de rendimiento del aceite de Citrus jambhiri fue de 0,72%,
mientras que en su composicion destacan los monoterpenos hidrocarbonados en un 76.5%,
siendo los mas abundantes el limoneno (37,7%), el B-pineno (25,1%) y el E-B-ocimeno (5,6%),
los monoterpenos oxigenados constituyen un 15%, siendo los mayoritarios el citronelal
(4,9%) y el linalool (4,1%) y los sesquiterpenos hidrocarbonados como el B-cariofileno en un
2,8%. Dentro de sus propiedades fisicoquimicas se encontré una densidad (20°C) de 0,844
g/mL + 0,02; indice de refraccion (20°C) de 1,472 + 0,01 y un pH de 4,7 = 0,01. E1 IC50
determinado para el aceite esencial de Citrus jambhiri fue de 99,8 + 5,6 mg/mL.

Palabras clave: Citrus jambhiri, CG-MS, Aceite esencial, limoneno, monoterpenos
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PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES, CHEMICAL COMPOSITION
AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE ESSENTIAL OIL OF
Citrus jambhiri (Rough lemon)

ESSENTIAL OIL

ABSTRACT

Citrus peels contain many essential oils with many applications in the pharmaceutical,
cosmetic, and food industries. In recent years the citrus industry in our country has had a
great boom due to the increase in domestic production and the growth trend of exports,
because of the international level the eating habits of consumers have been changing and
they are looking for functional foods, so citrus fruits have gained a lot of attention. One of the
citrus fruits that have been attracting a lot of attention in countries such as India and Nigeria
are Citrus jambhiri, which is also grown in our country and has a very interesting essential
oil in its peels.

The aim of this research was to extract the oil from the peel of C. jambhiri using the steam
distillation method and to quantify by gas chromatography coupled to mass spectrometry
the main components present in the essential oil, and then compare the percentage yield and
the main components present in the peels of other citrus species. The main organoleptic and
physicochemical properties of the oil were also established.

It was possible to establish that the percentage yield of C. jambhiri oil was 0,72%. In the
composition of the essential oil of the peels of C. jambhiri, monoterpene hydrocarbons stand
out with 76,5%, the most abundant being limonene (37,7%), B-pinene (25,1%) and E-fB-
ocimene (5,6%), oxygenated monoterpenes constitute 15%, the majority being citronellal
(4,9%) and linalool (4,1%) and sesquiterpene hydrocarbons (B-caryophyllene) at 2,8%.
Among its physicochemical properties, a density (20°C) of 0,844 g/mL + 0,02, a refractive
index (20°C) of 1,472 £ 0,01 and a pH of 4,7 + 0,01 were found. The IC50 determined for the
essential oil of C. jambhiri was 99,8 + 5,6 mg/mL.

Key words: Citrus jambhiri, GC-MS, Essential oil, Limonene, monoterpenes.

INTRODUCCION

Los aceites esenciales son sustancias aromaticas sintetizadas y segregadas por estructuras
vegetales especializadas, se localizan frecuentemente en células oleiferas, pelos glandulosos,
en cavidades secretoras o en ciertas especies en el pericarpio de los frutos, como en el caso de
los citricos. Los citricos son un género de la familia Rutaceae, son los frutales mas populares
por ser valiosas fuentes de nutrientes y fitoquimicos', existen alrededor de 40 especies
diferentes de citricos ampliamente distribuidas en las regiones tropicales, subtropicales y
templadas del mundo. Se han producido muchas variedades e hibridos de citricos como
resultado de cruces naturales o artificiales. Naranjas, pomelos, mandarinas, limones y limas
no so6lo son populares por su valor nutricional, sino que también son los principales cultivos
industrializados?.
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La céscara de los citricos representa casi la mitad del peso del fruto (40-50%), lo que genera
miles de toneladas de residuos solidos durante su procesamiento para la obtencion de zumos
y enlatados, y sin embargo las cascaras son una fuente importante de componentes bioactivos
como los compuestos fenolicos, aceite esencial, carotenoides y acido ascorbico'*.

Las cascaras de los citricos son la fuente mas conocida y rica de aceites esenciales (0,5-
3,0 kg/tonelada de los citricos). La produccion mundial anual de aceites esenciales de
citricos es de aproximadamente 16.000 toneladas, con un precio en el mercado mundial de
aproximadamente 14.000 dolares/tonelada. Los aceites esenciales de citricos tienen una gran
demanda en todo el mundo y sus perspectivas de mercado son prometedoras en el mercado
internacional. Estos aceites esenciales tienen caracteristicas sensoriales agradables y son una
fuente de compuestos bioactivos con muchos beneficios para la salud humana®. Los usos
mas destacados de estos aceites esenciales son como inhibidores de la tos, expectorantes,
potenciadores de la secrecion de jugos digestivos, potenciadores y promotores de la motilidad
gastrointestinal. Ademas, alivian el dolor y la inflamacion y disuelven los calculos biliares.
Asimismo, son fragancias populares que se utilizan habitualmente como agentes edificantes y
refrescantes en la preparacion de perfumes, jabones de tocador, cosméticos y otros productos
para el cuidado del cuerpo®. Se usan también como agentes aromatizantes en helados, bebidas
y otros productos alimenticios. En la actualidad, tienen una gran demanda en el sector
alimentario, farmacéutico, cosmético, perfumeria y confiteria debido a su fragancia, sabor y
presencia de compuestos bioactivos®.

El limén rugoso (C. jambhiri) es una especie citrica que esta logrando captar la atencion
en paises como la India donde los frutos y la céscara estan siendo procesados para obtener
productos con valor agregado6. En 2019 debido a sus aclamados potenciales medicinales,
el valor comercial de limén rugoso superd al de la naranja dulce en el suroeste de Nigeria.
Estos hechos indican la prominencia gradual de C. jambhiri, y vislumbran el potencial para
el aumento global de su produccién en el futuro cercano’.

Algunas de las caracteristicas que destacan del limon rugoso son el mayor porcentaje de acido
ascorbico que llega a ser del 51%, mientras que otros cultivares de limén s6lo alcanzan un 20
a 30%. El sabor de este limon es muy refrescante y agradable, presenta una buena cantidad
de compuestos polifendlicos especialmente los flavonoides que destacan como ingredientes
funcionales en la prevencion de enfermedades degenerativas®. El procesamiento de los frutos
de C. jambhiri genera un 40% de residuos de cascaras, que actualmente son enterradas o
incineradas, contaminando el medio ambiente. Curiosamente, estas cascaras son una rica
fuente de aceite esencial®.

El Pert es un pais citricola, en donde por varias generaciones se han cultivado citricos, y en
los ultimos afios la industria de citricos ha alcanzado un gran incremento en su produccion
interna debido al crecimiento de las exportaciones. En la Amazonia y en los valles costeros
peruanos hay una gran produccion de citricos como la mandarina cleopatra, limon tahiti, lima
dulce y, limén rugoso, sin embargo, no se aprovechan como fuente de alimentos y materias
primas para la industria farmacéutica y cosmética'®.
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Teniendo en cuenta el gran potencial de las cascaras de los frutos de limén rugoso (C. jambhiri)
como fuente de aceite esencial en nuestro pais, consideramos que es importante conocer su
composicion quimica y establecer los potenciales usos que se le puede dar. Por lo tanto,
los objetivos de este trabajo de investigacion fueron identificar los principales componentes
presentes en el aceite esencial extraido de la cascara del fruto de C. jambhiri y destacar sus
propiedades fisicoquimicas y su actividad antioxidante.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

La especie vegetal Citrus jambhiri (Limén rugoso) fue recolectada en el predio Huertawayq’o
del distrito de Yanatile de la provincia de Calca y del departamento de Cusco. La identificacion
taxonomica se realizo en el Herbario Vargas CUZ de la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco.

Extraccion del aceite esencial

La extraccion del aceite esencial se realizé en un equipo de destilacion por arrastre de vapor
de agua. El material utilizado fueron las cascaras frescas de C. jambhiri, las cuales fueron
expuestas al vapor de agua para obtener un destilado que fue recogido en un embudo de
decantacion de vidrio, para luego obtener el aceite esencial. Posteriormente se procedio a
secar el aceite usando sulfato de sodio anhidro. El aceite esencial resultante fue almacenado
en frascos de color ambar a una temperatura de 4 °C al abrigo de la luz, hasta su analisis y
caracterizacion.

Caracteristicas organolépticas y propiedades fisicoquimicas del aceite esencial

Las caracteristicas organolépticas evaluadas fueron el aspecto, color, olor y sabor. Las
propiedades fisicoquimicas evaluadas fueron el pH, la densidad a 20°C, el indice de
refraccion, seglin los métodos oficiales de la AOAC (2006)".

Determinacion de los componentes quimicos del aceite esencial

Los componentes quimicos del aceite esencial de C. jambhiri, fueron determinados usando
un cromatografo de gases (Agilent 7820 A) acoplado a un espectrometro de masas (CG-EM),
con una columna Agilent HP-5 de 30 m x 0,32 mm x 0,25 um. Las condiciones del ensayo
fueron: Columna 50 °C durante el primer minuto, luego se incremento a razoéon de 3 °C/min
hasta 200 °C. El volumen de inyeccion fue de 1pL (concentracion 1% en cloroformo). El
flujo de helio fue de 1 mL/min. La relacion de Split fue de 50:1. La deteccion se realizo a
220 °C.

Espectro UV-Vis del aceite esencial

El espectro de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis) del aceite se registro en un
espectrofotometro Evolution™ 201/220 UV Vis (Thermo Scientific), utilizando una
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disolucién en etanol de 95°, de aceite esencial al 0,25%, en un intervalo de longitud de onda
comprendido entre 200 a 380 nm.

Actividad antioxidante del aceite esencial

La actividad antioxidante del aceite esencial de C. jhambiri se determiné segun el método
de Shimada, Fujikawa, Yahara y Nakamura (1992)'2. El aceite esencial (2,5 — 40 mg/mL) en
metanol (4 mL) se mezcl6 con 1 mL de solucion etandlica de DPPH (0,2 mM). La mezcla se
agito enérgicamente y se dejo reposar durante 60 minutos en la oscuridad, y a continuacion
se midi6 la absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro Evolution™ 201/220 UV Vis
(Thermo Scientific). El acido ascorbico se utiliz6 como control.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion del aceite esencial

En la Tabla 1, se muestra el porcentaje de rendimiento del aceite esencial de las cascaras de
Citrus jambhiri.

Tabla 1. Porcentaje de rendimiento del aceite esencial de la cascara de Citrus jambhiri en
comparacion con los aceites esenciales de las cascaras de otros citricos

Cascaras de citricos Rendimiento Referencia

(g de aceite/g de muestra)

Citrus jambhiri 0,72%* --

Citrus grandis 1,06% Hosni et al. (2010)"3
Citrus sinensis var. Meski 2,31% Hosni et al. (2010)"
Citrus lumia Risso 1,75% Smeriglio et al. (2018)°
Citrus aurantium Linn. 1,29% Jing et al. (2015)™
Citrus paradisi 0,79% Okunowo et al. (2013)'3
Citrus limon (L.) Burm. 0,21% Ferhat et al. (2016)'¢

*Porcentaje obtenido en el presente trabajo de investigacion

Las cascaras de los citricos estan compuestas por una capa blanca interior llamada albedo y una
colorida piel exterior llamada flavedo. Los aceites esenciales se encuentran principalmente
en el flavedo y estan ausentes o presentes en cantidades minimas en el albedo!”.

En las cascaras de pomelo (C. grandis) el contenido de aceite esencial tiene un promedio de

1,06 %", mientras que en Citrus lumia Risso fue de 1,75 %5, y en el caso de Citrus limon
(L.) Burn se obtuvo un rendimiento de 0,21 %16. El porcentaje de rendimiento de los aceites
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varia entre las diferentes especies de citricos, como se aprecia en la Tabla 1 y se ha reportado
un rango de 0,5 — 5,0% (p/v)'%.

Las cascaras de los citricos son fuentes ricas de aceites esenciales (0,5 a 3,0 kg/tonelada de
fruta). Los citricos de cascara gruesa, como la naranja agria (Citrus aurantium), ¢l pomelo
(Citrus paradisi) y la bergamota (Citrus bergamia) contienen un alto contenido de aceites
esenciales en comparacion con las especies de citricos de cascara fina''. En caso de C.
Jjambhiri, el rendimiento de aceite de la cascara del fruto reportado por Ogunjinmi et al.,
(2019)19 fue de 1,40% (p/v), y en el estudio realizado por Jing et al., (2015)", se obtuvo un
rango entre 0,85% - 1,46%. En nuestro trabajo se obtuvo un porcentaje de 0,72%, porcentaje
inferior a los reportados en estudios previos y que puede deberse a la procedencia geografica
del fruto.

Caracteristicas organolépticas y propiedades fisicoquimicas

En la Tabla 2, se muestran los resultados de la determinacion de las caracteristicas
organolépticas y de las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de C. jambhiri, todos
los resultados se encuentran dentro de los limites establecidos en investigaciones previas.

Tabla 2. Caracteristicas organolépticas y propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de la cascara
de C. jambhiri

Caracteristicas organolépticas Resultados

Color Ligeramente
amarillento

Olor Citrico, fresco, intenso

Sabor No picante

Aspecto Liquido fluido

Propiedades fisicoquimicas

pH 4,7+0,01

Densidad (20°C) 0,844 g/mL + 0,02

Indice de refraccién (20°C) 1,472 £ 0,01

Composicién quimica del aceite esencial

En la Tabla 3, se muestran los principales componentes presentes en el aceite esencial
extraido de las cascaras de C. jambhiri, destacando el limoneno con 37,7% como el principal
componente, seguido del B-pineno con 25,1%, E-B-ocimeno con 5,6%, citronelal con 4,9%
y linalool con 4,1%.
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Tabla 3. Composicion quimica del aceite esencial de las cascaras de C. jambhiri

Pico IR Componente Estructura Quimica Peso Tipo Porcentaje
Molecular o
Calc (g/mol) %

1 989 a-pineno 136,24 MH 1,5

136,24 MH 32

H l

4 1034 a-terpineno 136,24 MH 0,8

5 1042 Limoneno 136,24 MH 37,7

2 1009 p-pineno Ef“ 136,24 MH 25,1

6 1051 Z-B-ocimeno )/VY 136,24 MH 1,2
7 1058 E-p-ocimeno 136,24 MH 5,6
8 1064 y-terpineno é 136,24 MH 1.4
9 1101 Linalool

3 1020 Mirceno 2

M 154,25 MO 4,1
10 1148 Citronelal W 154,25 MO 4,9
H

11 1166 Terpinen-4-ol 154,25 MO 1,9

12 1234 Neral \T 152,23 MO 1,0

13 1266 Geranial o M 152,23 MO 1,2
14 1356 Acetato WOY 198,30 MO 0,7

citronelila
15 1368 Eugenol i 164,20 MO 1,2
"
L
16 1407 B-cariofileno \g 204,35 SH 2,8
Otros 5,7

MH: Monoterpenos hidrocarbonados (76,5%); MO: Monoterpenos oxigenados (15,0%); SH: Sesquiterpenos
hidrocarbonados (2,8%).
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En la Figura 1, se muestra el cromatograma en el que destacan los picos correspondientes a
cada uno de los componentes identificados por cromatografia de gases — espectrometria de
masas.
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Figura 1. Cromatograma de los componentes del aceite de las céscaras de C. jambhiri. (1) a-pineno;
(2) B-pineno; (3) mirceno; (4) a- terpineno; (5) limoneno; (6) Z-B-ocimeno; (7) E-B-ocimeno; (8)
y-terpineno; (9) linalool; (10) citronelal; (11) terpinen-4-ol; (12) neral; (13) geranial; (14) acetato de
citronelila; (15) eugenol; (16) B-cariofileno.

Entre los principales componentes quimicos en los aceites de las cascaras de los citricos
destacan los monoterpenos hidrogenados, los monoterpenos oxigenados y los sesquiterpenos
hidrocarbonados y los sesquiterpenos oxigenados®. Como se muestra en la Tabla 3, en la
composicion del aceite esencial de las cascaras de C. jambhiri destacan los monoterpenos
hidrocarbonados en un 76.5%, siendo los mas abundantes el limoneno (37,7%), el B-pineno
(25,1%) y el E-B-ocimeno (5,6%), los monoterpenos oxigenados constituyen un 15%, siendo
los mayoritarios el citronelal (4,9%) y el linalool (4,1%) y los sesquiterpenos hidrocarbonados
(B-cariofileno) en un 2,8%.

En un estudio previo, Smeriglio et al. (2018)° en el aceite de cascara de Citrus lumia
Risso hallaron que los monoterpenos hidrocarbonados se encontraban en un 58,1%, los
monoterpenos oxigenados en un 26,73% y los sesquiterpenos en un 0,93%. En otro estudio
realizado por Espina et al. (2011)*' se encontr6 que el aceite de las cascaras de naranja tenia
un 87,5% de monoterpenos hidrocarbonados, mientras que el porcentaje de los monoterpenos
oxigenados fue de 13,6% en el aceite de cascaras de mandarina. En tanto que, el aceite de
cascaras de limon contenia 2-3 veces mayor contenido de sesquiterpenos hidrocarbonados y
sesquiterpenos oxigenados que los aceites de cascara de naranja y mandarina®'. Asimismo,
se pudo apreciar que la composicion de los aceites esenciales varia con la maduracion de los
citricos, asi, los monoterpenos y sesquiterpenos hidrocarbonados se encontraron en mayor
cantidad en las cascaras maduras, en tanto que los monoterpenos y sesquiterpenos oxigenados
fueron mas abundantes en las cascaras inmaduras de la naranja agria del suroeste de Iran®>.

En general en la Tabla 3, se puede apreciar que el contenido en monoterpenos en las cascaras
de C. jambhiri es de 91,5%, porcentaje muy cercano a lo reportado en otros estudios, en
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los cuales se destaca que, en la composicion de los aceites de los citricos principalmente
destacan los monoterpenos (90%), junto con compuestos no volatiles como pigmentos y
ceras en proporciones menores (<1%).

Finalmente, podemos citar que, en otros estudios realizados previamente, los principales
componentes hallados en el aceite de C. jambhiri fueron el limoneno (33,7%) y otros
componentes incluyendo sabineno (7,8 %), y-terpineno (7,4 %) B-ocimeno (7,3 %), linalol
(5,3 %), cironellal (7,3 %) y (E)-B-ocimeno (5 %)>.

El limoneno (84,5 %) se identifico en la cascara del fruto de C. Jambhiri como componente
principal en el estudio realizado por Abdelhafeez et al. (2013)*, mientras que en el estudio de
Ogunjinmi et al., (2019)", el limoneno (4,64 %) se observd como un componente moderado
en la cascara del fruto de C. jambhiri de Nigeria.

Es ampliamente aceptado que la cantidad y clase de componentes de los aceites esenciales
varia en las cascaras de especies y cultivares de citricos dependiendo de la ubicacion
geografica. Sin embargo, como se muestra en la Tabla 4, el limoneno es el principal terpeno
presente en las cascaras de los citricos.

Tabla 4. Contenido de Limoneno en el aceite esencial de diferentes citricos

Nombre botanico Nombre comiin Limoneno (%) Referencia

Citrus jambhiri Limoén rugoso 37,7 %* --

Citrus bergamia Bergamota 38,1 % Tundis et al. (2012)%
Citrus sinensis Naranja dulce 71,1 % Guo et al. (2018)*

Citrus reticulata Kumgquat 54,2 % Guo et al. (2018)*

Citrus limon Limoén 61,7 % Guo et al. (2018)*

Citrus lumia Risso Limon pera 48,9 % Smeriglio et al. (2018)°
Citrus maxima Pomelo 46,4 % Guo et al. (2018)*

Citrus aurantium Naranja amarga 48,7 % Ben Hsouna et al. (2019)*
Citrus limetta Lima dulce 91,8 % Maurya et al. (2018)*
Citrus latifolia Limoén persa 53,9 % Amorim et al. (2016)*

*Porcentaje obtenido en el presente trabajo de investigacion

El limoneno es un hidrocarburo alifatico incoloro identificado como el principal componente
en el aceite esencial de diferentes especies de citricos. Es un monoterpeno ciclico no
oxigenado que consta de dos unidades de isopreno. Ademas, es conocido por su agradable
fragancia citrica y se utiliza habitualmente como agente aromatizante en alimentos comunes.
El contenido de limoneno, como se muestra en la Tabla 4, varia en las cascaras de las
diferentes especies de citricos.
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Espectro UV-Vis del aceite esencial

El espectro UV de los monoterpenos y sesquiterpenos permite el reconocimiento de grupos
funcionales y grupos cromoforos. En el espectro UV-Vis del aceite esencial de las cascaras
de C. jambhiri se aprecia un maximo de absorcion a 262 nm (Figura 2), que corresponde al
limoneno® que es el principal componente de este aceite.

06 262

2 220 240 260 280 3%0 320 340 350 380
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Figura 2. Espectro UV-Vis del aceite de C. jambhiri. Se muestra un maximo de absorbancia a 262
nm.

Actividad antioxidante del aceite esencial de Citrus jambhiri

La actividad antioxidante del aceite de C. jambhiri fue determinado usando el método de
inhibicion del radical DPPH, siendo la concentracion de aceite esencial de C. jambhiri que se
necesita para disminuir la concentracion de DPPH en un 50% (IC50) de 99,8 + 5,6 mg/mL.
Este valor es diferente al reportado por Hamdan et al. (2009)30, quienes reportaron un IC50
de 37,69 + 0,21 mg/mL para el aceite esencial de C. jambhiri proveniente de Egipto.

CONCLUSIONES

El porcentaje de extraccion del aceite de las cascaras de Citrus jambhiri fue de 0,72%.
El aceite esencial de las cascaras de C. jambhiri cultivado en el distrito de Yanatile de la
provincia de Calca y del departamento del Cusco presenta monoterpenos hidrocarbonados
en un 76.5%, siendo los mas abundantes el limoneno (37,7%), el B-pineno (25,1%) y el E--
ocimeno (5,6%), en tanto que, los monoterpenos oxigenados constituyen un 15%, siendo
los mayoritarios el citronelal (4,9%) y el linalool (4,1%) y dentro de los sesquiterpenos
hidrocarbonados destaca el B-cariofileno en un 2,8%. Dentro de sus propiedades fisicoquimicas
se encontr6 una densidad (20°C) de 0,844 g/mL + 0,02; indice de refraccion (20°C) de 1,472
+ 0,01 y un pH de 4,7+ 0,01. Se determiné un IC50 de 99,8 + 5,6 mg/mL, lo que demuestra
su potencial actividad antioxidante.
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