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RESUMEN

La investigacion se realizé en dos etapas; la primera etapa (obtencién de aceite esencial
y exposicion de muestras a ultrasonido) se realiz6 en el laboratorio de Bioingenieria de
los Alimentos de la E.A.P. de 11A de la (Universidad Nacional de Cajamarca) y la segunda
etapa: determinacion de capacidad antioxidante (DPPH) se realiz6 en el laboratorio de
Quimica de la (Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo). El objetivo principal fue
determinar el efecto del tiempo de exposicion a ultrasonido y tiempo de extraccion en el
contenido de antioxidante de la pachichanca (Clinopodium nubigenum (Kunth.) Kuntze).
La muestra de pachichanca se obtuvo del Caserio de Pucara, Distrito de Tumbadén,
Provincia de San Pablo, Region Cajamarca. Se trabajé con la planta completa de
pachichanca la cual incluye (raiz, tallo, hojas, fruto y flores), los tiempos de extraccion
fueron (40, 80 y 120 min) y los tiempos de exposicion a ultrasonido (20, 30 y 40 min). Se
uso el método de reduccion de la concentracion del radical DPPH a la mitad (C50). Se
concluyo que el tiempo de extraccion fue significativo (p<0.05) en la eficiencia de
extraccion, mientras que el tiempo de ultrasonido no ejercio efectos, asi mismo la
interaccion de los factores no fue significativo; el tiempo Optimo de exposicion a
ultrasonido sobre el contenido de antioxidantes fue de 34.9 minutos y para tiempo optimo
de extraccion de antioxidantes fue 120 minutos en funcidn a la variable Cso logrando un
valor de 1.86.

Palabras clave: pachichanca, efecto, tiempo de exposicién, ultrasonido, contenido

antioxidante.



ABSTRACT

The research was carried out in two stages; The first stage (obtaining essential oil and
exposing samples to ultrasound) was carried out in the Food Bioengineering laboratory
of the E.A.P. of 1l1A of the (National University of Cajamarca) and the second stage:
determination of antioxidant capacity (DPPH) was carried out in the Chemistry laboratory
of the (Pedro Ruiz Gallo National University). The main objective was to determine the
effect of ultrasound exposure time and extraction time on the antioxidant content of
pachichanca (Clinopodium nubigenum (Kunth.) Kuntze). The pachichanca sample was
obtained from the Caserio de Pucard, Tumbadén District, San Pablo Province, Cajamarca
Region. We worked with the complete pachichanca plant which includes (root, stem,
leaves, fruit and flowers), the extraction times were (40, 80 and 120 min) and the
ultrasound exposure times (20, 30 and 40 min). The method of reducing the concentration
of the DPPH radical by half (C50) was used. It was concluded that the extraction time
was significant (p<0.05) in the extraction efficiency, while the ultrasound time had no
effects, likewise the interaction of the factors was not significant; The optimal ultrasound
exposure time on the antioxidant content was 34.9 minutes and for the optimal antioxidant

extraction time it was 120 minutes based on the C50 variable, achieving a value of 1.86.

Keywords: pachichanca, effect, exposure time, ultrasound, antioxidant content.



CAPITULO |

l. INTRODUCCION

Nuestro pais es mundialmente reconocido por su diversidad biolégica y en los
ultimos afios las plantas exdticas han sido investigadas por sus propiedades medicinales,
en virtud de su eficiencia farmacoldgica, pocos efectos secundarios y bajo costo. Las
especies vegetales tienen compuestos quimicos que las protegen contra infecciones
microbianas o infestaciones por plagas y tienen actividades terapéuticas, asimismo por
sus propiedades nutricionales son de gran utilidad en la industria alimentaria (Mena y
Salas, 2022).

La planta pachichanca o pachachamcua (Clinopodium nubigenum (Kunth.)
Kuntze), es una planta perenne caracteristica de los paramos de nuestra sierra andina es
usada con la finalidad de regular la temperatura corporal y aliviar ciertas enfermedades.
Tiene un gran potencial industrial debido a sus principios activos como alcaloides,
almidon, taninos, flavonoides, aceites esenciales, triterpenos y esteroides (Alvarez y
Arcos, 2021).

Los tratamientos fisicos como el ultrasonido, entre muchos otros (pulsos
eléctricos, irradiaciones, microondas, luz blanca), se convierte en una alternativa muy
promisoria para el procesamiento de alimentos, por cuanto permiten realizar operaciones
de estabilizacidn sin incrementar drasticamente la temperatura del sistema y, por lo tanto,
preservan mucho mejor las caracteristicas sensoriales del producto (Gonzélez, 2021).

El procesamiento con ultrasonido se aplica a una variedad de mezclas liquidas y
bebidas, mejora la emulsificacién y homogeneizacion con reduccion del tamafio de
particulas, Tambien influyen en la esterilizacién de liquidos, con actividad microbiana,
es una caracteristica del tratamiento ultrasénico en una gama de jugos de frutas,
observandose una mayor estabilidad y wuna disminucién del deterioro en el
almacenamiento aumentando los niveles de compuestos bioactivos (Paniwnyk, 2017).

Los antioxidantes evitan la oxidacion y alargan la vida util del producto. En el
mercado nacional, los aceites esenciales de sunfo son dificiles de encontrar por el uso
limitado. Es primordial impulsar la extraccion de aceites esenciales de plantas aromaticas
del medio para su aprovechamiento (Mena y Salas, 2022).

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo fundamental determinar
el efecto del tiempo de exposicidn a ultrasonido y tiempo de extraccion sobre el contenido

de antioxidantes en la pachichanca (Clinopodium nubigenum (Kunth.) Kuntze).



1.1. Problema de investigacion
En las zonas rurales a mas de 3000 msnm. Existen plantas nativas que ain no han
sido reconocida, pero son utilizadas en su gran mayoria para tés, ya sea por su olor
aromatico agradable o porque cura algunos males o dolencias que padecen. Peru es uno
de los paises con muy alta diversidad bioldgica entre los que destacan las plantas, que en
total suman unas 25 000. De todas las plantas del Perd, unas 5 000 son de uso conocido
como alimentarias, medicinales, condimentarias, tintdreas, curtientes, maderables,

ornamentales, para abono y muchos otros (Brack, 2020).

Hay una tendencia mundial por consumir productos naturales. Con respecto al
factor cultural, se menciona que el mercado peruano consume estos productos desde antes
de la conquista esparfiola, donde consumian hierbas para tratar diferentes males, estos
conocimientos se trasladaron de generacion a generacion. En la actualidad hay una
tendencia por consumir productos derivados de plantas medicinales o productos
naturales, con la llegada del internet las personas cuentan con mas informacion (Fajardo
2018).

El Perq, es considerado entre los diecisiete paises méas diversos del mundo es un
pais rico en plantas medicinales, con mas de 1,109 variedades, esto por su variado clima
(Elias, 2017). Histéricamente, esta amplia diversidad vegetal ha servido al poblador
peruano como fuente primaria de alimentos, medicina, energia, construccion, fibras,
actividades humanas simbolicas y ritualistas (De la Cruz y Zevallos, 2017) permitiendo
de esta manera la acumulacién de conocimientos tradicionales asociado a especies

vegetales.

1.2.  Formulacion del problema
¢ Cual es el efecto del tiempo de exposicidn a ultrasonido y tiempo de extraccion sobre el

contenido de antioxidantes de la pachichanca (Clinopodium nubigenum (Kunth.) Kuntze?



1.3.  Objetivo general
- Determinar el efecto del tiempo de exposicion a ultrasonido y tiempo de
extraccion sobre el contenido de antioxidantes en la pachichanca (Clinopodium

nubigenum (Kunth.) Kuntze).

1.3.1. Objetivos especificos

- Caracterizar la planta conocida como pachichanca del Caserio Pucara Distrito de

Tumbadén, Provincia San Pablo, Regién Cajamarca.

- Determinar el valor 6ptimo para el tiempo de exposicién a ultrasonido y tiempo

de extraccion de antioxidante de la pachichanca.



1.4.  Justificacion de la investigacion

El ser humano a lo largo de la historia ha empleado las plantas para suplir
necesidades basicas como bésicas alimento, medicina, vivienda y vestido, incluso en
actos rituales. Esta cultura ancestral ha sido adoptada por las siguientes generaciones las
mismas que no han considerado los beneficios o problemas relacionados con uso,
manipulacion o consumo. Es por esta razén que, visualizamos la necesidad de realizar
estudios e investigaciones que permitan determinar, conocer e implementar de manera
adecuada, este tipo de plantas en tratamientos terapéuticos, farmacoldgicos,
cosmetoldgicos, agroindustria, entre otras, aprovechando la gran biodiversidad de
plantas.

La pachichanca o pachachamcua (Clinopodium nubigenum Kuntze) es una planta
de la Sierra Andina, posee un aroma intenso, es utilizada por las personas que viven en
los paramos a modo de medicina tradicional para diversas enfermedades por ejemplo los
trastornos digestivos, antinflamatoria, fortificante, expectorante, antioxidante,
antimicrobiana, etc. Actualmente no se conoce que existan investigaciones sobre los
componentes bioactivos de la planta. Por lo cual es necesario investigar sobre la
composicion fitoquimicay la optimizacion de la extraccion de compuestos bioactivos que
pueden ser usados en la industria, y de esta manera impulsar la economia de los sectores
de la agricultura e industrias.

La industria alimentaria busca nuevas tecnologias, nuevos productos, nuevos
insumos y nuevos procedimientos que generen bajos costos, asegurandose que sea técnica
y econOomicamente aplicable, con la finalidad de generar estabilidad fisicoquimica,
perfeccionar las caracteristicas sensoriales y prolongar la vida de anaquel de los
alimentos. Los extractos son productos liquidos obtenidos a partir de compuestos
vegetales y disolventes liquidos, pueden ser bastante concentrados y por eso son
recomendables como antioxidante, antimicrobiano, antiinflamatorios que son utilizados
como agentes conservadores en los alimentos.

El presente trabajo de investigacion pretende determinar el efecto del tiempo de
exposicion a ultrasonido y tiempo de extraccion sobre el contenido de antioxidantes en la
pachichanca (Clinopodium nubigenum (Kunth.) Kuntze). Se pretende también con esta
investigacion dar un valor agregado a esta planta nativa de la sierra de Cajamarca asi
como un reconcimiento a nivel industrial para que sea utilizada para diversos fines

alimentarios a nivel nacional e internacional.



1.5.  Hipotesis de la investigacion

El tiempo de exposicion a ultrasonido y el tiempo de extraccion ejerce un efecto
significativo en el contenido de antioxidantes de la pachichanca (Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze).



CAPITULO II

1. REVISION DE LA LITERATURA

2.1.  Antecedentes de la investigacion

Mena y Salas (2022) en su investigacion: “Extraccion del aceite esencial de sunfo
(Clinopodium nubigenum Kunth. Kuntze) por el método de arrastre de vapor, para su
caracterizacion quimica, antioxidante” determinaron el mejor proceso de extraccion del
aceite esencial a 150 min y 1:5 g/L con un rendimiento de 1,5183%, los compuestos
volatiles del aceite esencial fueron 23 compuestos, de los cuales se identificaron 3
compuestos mayoritarios siendo la pulegona (44,31%), mentona (22,05%) y timol
(14,39%). En la capacidad antioxidante se obtuvo 190,54 umol Fe2+/g en FRAP (Ferric
ion reducing antioxidant Power) y 289,84 pumol ET /g ABTS (Acido 2,2 — azinobis
(3etilbenzotiazolin) 6sulfonico).

Alvarez y Arcos (2021) en su tesis: “Optimizacion del proceso de extraccion
hidroalcohdlica a partir del sunfo (Clinopodium nubigenum Kuntze) en funcion del
contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante”. Detectaron compuestos grasos
en el extracto etéreo, agrupamiento lacténico y triterpenos, en el extracto etandlico
agrupamiento lactonico, catequinas, saponinas y quinonas / benzoquinonas y en el
extracto acuoso azUcares reductores, saponinas, compuestos fenolicos, flavonoides,
mucilagos y principios amargos. Se obtuvo a una concentracion de etanol de 90%, tiempo
de 24h y temperatura de extraccion de 60°C, con valores en polifenoles totales (0,23mg/g)
y actividad antioxidante (825,3umolFe2+/g). El extracto optimizado se obtuvo

sensorialmente un color verde oscuro, homogéneo, opaco y un aroma intenso.

Setyaningsih et al., (2019) en su investigacion “Evaluaron perfiles de extraccion
usando el ultrasonido como parte del proceso, encontrando quince compuestos fendlicos
en granos de arroz mediante extraccion asistida por ultrasonido y cromatografia liquida
de ultra rendimiento con deteccion de matriz de fotodiodos”. La optimizacion de
respuesta maltiple se realiz6 para desarrollar un método de extraccion simultanea de 15
compuestos fendlicos. Las condiciones optimas fueron: temperatura de extraccion 45 °
C, tiempo 25 min, ciclo 0.4 s —1, amplitud de ultrasonido 47%, composicion solvente
80% metanol en agua a pH 4.25, y relacion muestra / solvente 1: 5. Se determinaron la

linealidad, LOD, LOQ, precisién y recuperacion.



Noriega, et. al, (2018) en su investigacion; “Evaluacion del aceite esencial de
hojas y flores de sunfo, destilaron al vapor y analizaron por cromatografia de GC/MS
para determinar su composicion quimica”. Donde encontraron acetato de carvacrol,
carvacrol, pulegona y timol. Evaluaron la actividad antioxidante. La especie mostro un
potencial medicinal, una actividad antibacteriana significativa en diferentes
concentraciones contra Staphylococcus aureus (2,5% v/v), Streptococcus pyogenes (0,6%
v/v), Streptococcus pneumoniae (0,6% v/v) y Streptococcus mutans (0,6% v/v), es una
interesante alternativa natural contra las bacterias que generan resistencia a otros

antibioticos.

Segtn Coral (2018) En su tesis titulada “Disefio de una planta para la elaboracién
de un deshidratado para infusiones de (sunfo Clinopodium nubigenum)”” donde realize un
analisis sensorial mediante encuestas a especialistas y potenciales consumidores,
determinando que los parametros de deshidratacion para la infusiobn que tienen
caracteristicas organolépticas mas aceptables son el secado a 50 °C con flujode 70 5
unidades. Se determino que el secado a 60 °C altera el sabor del deshidratado debido a la
perdida de componentes volatiles de la planta. El secado a 40 °C no es eficiente en tiempo
y redujo un menor porcentaje de humedad, ademas permite la proliferacion de
microorganismos termdfilos, por lo cual se determind que no es adecuado efectuar el

secado a esta temperatura.

Segun Marquez et al. (2014). En su investigacion: “Actividad antioxidante y
concentracion de compuestos fendlicos del tomate de arbol (Cyphomandra betacea S.).
Encontraron un valor méximo promedio equivalente a 9,8 umol de Trolox por gramo de
fruta fresca de actividad antioxidante en el dia sexto de postcosecha, para los compuestos
fenolicos encontraron la mayor concentracion en el dia octavo de postcosecha, siendo de
1,23 miligramos de &cido galico por gramo de fruta fresca, desde el dia uno fue aumentado
y permanecié constante hasta el dia 11 a partir del dia 12 mostro decrecimiento debido a
la etapa de sobre maduracion. concluyendo que la actividad antioxidante en la etapa de
postcosecha del tomate de arbol no presentd diferencias significativas con un nivel de
confianza del 95% y no presentaron correlacion positiva entre la capacidad antioxidante

y la concentracion de fenoles totales.



2.2. Bases tedricas

2.2.1. Pachichanca (Clinopodium nubigenum (Kunth.) Kuntze)

Es una planta aromatica caracteristica de la cordillera de los andes y del paramo,
se la puede encontrar en varios paises como: Peru, Colombia, Costa Rica, Panam4,
Ecuador, Bolivia y Venezuela. Crece en una vegetacion tupida con subpares, parejas y
pumas, en altitudes de aproximadamente 2500 a 4500 m” también se la puede localizar

en espacios himedos cerca de un flujo de agua (Ladislav, 2017).

Algunos cronistas la Ilaman como tomillo de las alturas que crece de manera
natural en casi todos los pajonales. La mejor época de siembra es en los meses de marzo
hasta mayo, por lo que se coloca las plantulas de pachachamcuas en hileras de 25cm de
distancia, considerando que es el lugar donde todas las plantas van a crecer y se presiona
las semillas contra el suelo utilizando una tabla. A los 14 a 21 dias se produce la
germinacion. La pachachamcua es vulnerable al ataque de Alternaria spp. Este es un
hongo patdgeno que provoca notables pérdidas econdémicas en el caso de que se desarrolla

con fuerza en los ultimos cultivos (Medina, 2021).

Figura 1

Pachichanca o pachachamcua (Clinopodium nubigenun (Kunth.) Kuntze)

Nota: Imagen de la planta pachichanca tomado de (Medina, 2021).
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2.2.1.1.  Descripcion boténica de la pachichanca

La pachachamcua es una planta aromatica vascular perenne rastrera, alcanza 15
cm como altura maxima, caracterizada por su gran intensidad de aroma. Su raiz es
pivotante y fibrosa. Presenta un tallo de forma cuadrangular ramificado, de color café
rojizo, cubierto de tricomas y vellosidades de color blanco (Bravo y Zavala, 2020).

Presenta hojas de forma oval lanceoladas simple y opuesta, base ligeramente
truncada, suelen medir de largo hasta 4 mm, acumuladas en los tallos. Sus flores son
zigomorfas y labiadas, miden de 3 a 5 mm, con 5 sépalos de color verde, 5 pétalos de
color lila muy claro, con un color oscuro del centro. Su fruto es seco indehiscente y

tetraquenio (Ginocchio y Pérez, 2019).

2.2.1.2. Usos ancestrales de las especies de la pachichanca

La especie Clinopodium nubegigenium tiene varias aplicaciones dentro del campo
medicinal. Esta planta se utiliza principalmente para elevar la temperatura del cuerpo en
lugares con temperaturas muy bajas. Su fuerte aroma favorece la descongestion de la
nariz, afecciones respiratorias, pulmonia, tos, y tiene efectos desinflamatorios. Las hojas
de la planta tienen efectos cicatrizantes en la piel, alivian infecciones intestinalis y
afecciones de la cabeza. Sin embargo, su principal uso es en infusion para tartar

problemas de soroche en lugares con gran altitude (De la Torre, 2019).

2.2.1.3.  Cultivo y recoleccion de la pachichanca

Esta especie se encuentra distribuida a lo largo de los matorrales de los cerros y
pajonales. Esta planta se la encuentran de forma espontanea en lugares de climas frios,
suelos con gran contenido de nutrientes y con presencia de humedad. Es una planta
perenne, por lo que su recoleccion puede ser en cualquier época del afio. Se la puede secar
a temperatura ambiente en lugares con gran oscuridad y se la conserva, colacandola en

un recipiente hermético oscuro (De la Torre, 2019).

2.2.1.4. Composicion quimica de la pachichanca

Exiten diversos estudios que hablan acerca de las propiedades naturales de la
especie Clinopodium nubegenum, pero no hay estudios que demuestren su perfil
bioquimico, cabe destacar que para el correcto estudio de la planta, se debe tener

identificada la estructura de la planta, para que de esta manera conocer su composicion
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quimica. Es de gran relevancia el conocimiento de la calidad de la parte empleada como
un agente terapeutico dentro de la medicina (Bermudez, Oliveira y Velazquez, 2019).

2.2.1.5.  Principios activos de la pachichanca

Sus principios activos y las proporciones de los componentes quimicos de esta
planta estan ligados directamente a factores climaticos y ecoldgicos; esta plata posee
cantidad abundante de alcaloides, almidon, taninos, flavonoides, aceites esenciales,

triterpenos y esteroides, contienen propiedades farmacoldgicas (Castillo, 2020).

Al uso medicinal se le puede atribuir la presencia de flavonoides, los mismos le
otorgan a la planta propiedades antioxidantes, antitrombotico, combaten la fragilidad
capilar, protegen al higado y estdbmago, le dan a la planta capacidad antibacteriana,
antinflamatoria y analgésica. El sabor amargo caracteristico de la planta proviene de los
terpenos y esteroides conjuntamente con los taninos, los terpenos se utilizan con
frecuencia para dar el aroma, fragancia en alimentos, cosmetologia y en el campo
medicinal tiene propiedades antiulcerosas, anticancerigenas y antimicrobianas. Los

alcaloides tienen un efecto sedante y analgésico. (Ginocchio y Pérez, 2019)

- Alcaloides:
Son metabolitos secundarios sintetizados de las plantas, generalmente, un
compuesto quimico que posee un nitrégeno heterociclico procedente del metabolismo de
aminoacidos. Son hidrosolubilidad en pH acido y solubles en pH alcalino (solventes

organicos) (Escobar, 2018).

- Taninos:
Son compuestos polifendlicos que se dividen en hidrosolubles y condensados. Son
utilizados como defensa por las plantas debido que atacan las bacterias, hongos y virus

aglutinando las proteinas de su superficie y evita que se marchite (Escobar, 2018).

- Componentes grasos:
Constituyentes naturales de las grasas y los aceites. Estan clasificados por su
estructura quimica en tres grupos: saturados, monoinsaturados y poliinsaturados. Son
altamente volatiles y se los puede desprender fisicamente de otros compuestos de la planta

0 tejido membranoso (Escobar, 2018).
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- Triterpenos / esteroides:

Son terpenos de 30 carbonos. Por lo general se forman por la union cabeza-cabeza
de dos cadenas de 15 carbonos, cada una de ellas esta formada por unidades de isopreno
unidas cabeza-cola. Otorgan el aroma, sabor a las plantas y componen la base de los
aceites esenciales (Escobar, 2018).

- Catequinas:
Es un metabolito secundario vegetal que forma parte de la familia de los
flavonoides. Es considerado un tipo de fenol natural y antioxidante (Ifiiguez, 2021).

- Azlcares reductores:

Son aquellos azucares que tienen un grupo carbonilo (grupo funcional) intacto, asi
mismo pueden funcionar como reductores con otras moléculas que ejerceran como
oxidantes. Esta particularidad facilita determinar la concentracion de una solucion de
azucar cuantificando la cantidad de agente oxidante que es reducido para la determinacion
de diabetes. Su sabor dulce es caracteristico y son solubles en agua, su solubilidad

depende de la temperatura (Ifiiguez, 2021).

- Saponinas:
Son glucosidos de asteroides o de triterpenoides, llamados asi por sus propiedades
similar a las del jabon. Han sido asociadas con un efecto estimulante, tonificante, anti

estres, asi como antimicrobiano, antivirico y antimicético (Ifiiguez, 2021).

- Compuestos fendlicos:
Son compuestos organicos con uno o mas grupos hidroxilo en el anillo aromatico.
Los compuestos fendlicos a la vez con las vitaminas son importantes antioxidantes en la
dieta alimenticia. Estan presentes en frutas, hortalizas, raices y cereales (Pefiarrieta,
Tejeda, Mollinedo, Vila, y Bravo, 2021).

- Quinonas / benzoquinonas:

Son compuestos organicos con una base aromatica, como benceno, naftaleno,
antraceno y fenantreno, consideradas moléculas ciclicas di cetonicas conjugadas. En la
naturaleza se encuentran en forma de pigmentos en plantas (Pefarrieta, Tejeda,
Mollinedo, Vila, y Bravo, 2021).
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- Flavonoides:

Son metabolitos secundarios de polifenoles, cominmente con un grupo cetona.
Tienen un alto contenido de vitamina C, generalmente su pigmentacién tiene una
coloracion amarilla, efecto antioxidante y antiinflamatorio (Pefiarrieta, Tejeda,
Mollinedo, Vila, y Bravo, 2021).

- Mucilagos:

Son polisacéridos (conjunto de monosacaridos o hidratos de carbono simple),
analogos, por su composicion y sus propiedades, las gomas o dextrinas al tomar contacto
con el agua aumenta de volumen obteniendo una solucion coloidal (solucién acuosa
espesa). Es coagulable al alcohol, se la utiliza para suspender sustancias insolubles y para

aumentar la viscosidad (Waizel y Waizel, 2019).

- Principios amargos:

Estan relacionados con procesos de cicatrizacion y acciones antisépticas,
propician, ademas, una accion tonica general y son eficaces para luchar contra diversos
estados de debilidad, agotamiento y anemia, por lo que se les considera tonicos, aperitivos
o digestivos (Waizel y Waizel, 2019).

2.2.1.6. Propiedades medicinales de la pachichanca

Es una planta alelopética con atributos peculiares, capaz de regular la temperatura
corporal de esta manera se previene o se restablece ‘el mal del soroche’’ en zonas frias,
posee un aroma intenso que descongestiona la nariz mejorando las afecciones
respiratorias, detiene las hemorragias, tiene poder cicatrizante, antiparasitario,
antimicrobiano y un excelente desinflamante (Pefarrieta, Tejeda, Mollinedo, Vila, y
Bravo, 2021).

Para la poblacion indigena que habita en los paramos andinos constituye un gran
recurso de medicina tradicional a la Pachachamcua debido a que es una planta alelopatica
con propiedades peculiares, capaz de combatir problemas estomacales, malestares,
dolores musculares, enfermedades respiratorias, ademas es un potente antinflamatorio,
fortificante del sistema inmunoldgico, regula la temperatura corporal (Coral, 2018).
Ademas, es consumida como energizante por los pobladores, para su desempefio en el

sector agricola.
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2.2.1.7. Importancia a nivel industrial de la pachichanca

El deshidratado de plantas medicinales es una nueva alternativa para la
conservacion de las plantas de pachachamcua, el 25% de medicinas se estan realizando
con aceites esenciales, extractos, hierbas y especies a partir del procesamiento de las
plantas. En la actualidad, la pachachamcua a escala industrial es relativamente poco,
donde se produce té de pachachamcua, pero su uso realmente se hace de manera casera.
El proceso de recoleccion y almacenamiento de dicha planta no es el adecuado, por ende
existe una pérdida de propiedades. Ademas los beneficios de esta planta no han tenido
aplicaciones farmacedticas y agroindustriales (De la Torre, 2019).

2.2.2. Utilizacion de extractos vegetales en la industria alimentaria

Los extractos vegetales y su utilizacion en la industria alimentaria estan sujetos a
diferentes estandares ya que el extracto debe cumplir extrictos requisites para ser
aprobado como aditivo natural por la legislacion en la normative alimentaria. Los
extractos se han utilizando en alimentos desde la antiguedad para mejorar las
caracteristicas sensoriales y conserver el alimento por mucho mas tiempo. Los estudios
realizados a extractos vegetales han permitido emplearlos enc alidad de antioxidants,
antimicrobianos, aromatizantes, saborizantes, colorants, energizantes y enriquecedores
del alimento con activos naturales propios de la planta (Pefarrieta, Tejeda, Mollinedo,
Vila, y Bravo, 2021).

2.2.3. Aceite esencial

Los aceites esenciales, son liquidos hidrofébicos concentrados, fragantes y
volatiles extraidos de las plantas, su composicion quimica depende, de la especie vegetal:
su procedencia, condiciones geobotanicas y agricolas del cultivo (D'Armas, et al., 2017).

El aceite esencial ha despertado el interés de la industria, por su actividad
antimicrobiana contra diferentes tipos de bacterias y hongos, citostatica e insecticida,
también se usan como flavores alimenticios, como aditivos naturales en alimentos.

Las propiedades antioxidantes son otorgadas por los compuestos fendlicos
(Castro, et. al, 2019).

Los aceites esenciales han evidenciado poseer propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, antiparasitarias, antiinflamatorias, antidiarreicas y antimicoéticas. De igual
manera, mejoran la conversion alimenticia y la palatabilidad de los alimentos,

estimulando las enzimas digestivas (Montero, et. al, 2017).
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2.2.3.1. Caracterizacién de aceites esenciales

Evaluacion sensorial: Se lleva a cabo mediante catadores, los cuales toman en
cuenta el olor, color, apariencia y textura del aceite, son pieza clave al momento
de elegir un aceite esencial (Logrofio y Lozano, 2019).

Caracteristicas fisicas - Segun: (Morocco (2017):

Densidad: Es la masa de una sustancia dividida entre su volumen, en los aceites
volatiles, varia entre 0.84 y 1.2. Los que son mas ligeros en agua (densidades
menores a 0.9 g/cm3)

Viscosidad: Resistencia a la deformacion del fluido.

indice de refraccion: Determina la reduccion de la velocidad de la luz al
propagarse por un medio homogeneo y es una propiedad especifica de cada
interfase y varia con la temperatura y con la longitud de onda de la luz

considerada.

Caracteristicas quimicas - Segun: Siancas (2021):

pH

indice de acidez: Manifiesta el grado de acidez y expresa el nimero de mg de
hidroxido potésico necesarios para neutralizar el &cido contenido en un gramo de
aceite.

indice de éster: Determina la cantidad de ésteres en una muestra y expresa los mg
de hidroxido potasico necesarios para saponificar los ésteres contenidos en un
gramo de aceite esencial.

indice de saponificacion: Es la suma del indice de acidez y el indice de éster.
Composicion Porcentual: Puede ser de interés donde la calidad de un aceite se

define por el contenido de algunos de sus compuestos.

Determinacion de componentes aromaticos

Cromatografia de gases a espectrometria de masas (GC-MS): Es una técnica
econdmica, ampliamente utilizada para el analisis cualitativo y cuantitativo de una
gran variedad de muestras. La separacion se lleva a cabo cuando los componentes
de la muestra se volatilizan reparten entre la fase movil (gas inerte), y la fase
estacionaria (solido o liquido) retenidos en una columna (Fukalova y Abalco,
2020).
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2.2.4. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos quimicos con la capacidad de neutralizar los
radicales libres retardando o previniendo la oxidaciéon de otras moléculas (Jamanca y
Alfaro, 2017). Con frecuencia son agentes reductores tales como tioles o polifenoles,
Ayudan a prevenir o combatir la oxidacion celular que va ligado al envejecimiento
fisioloégico en general como varias enfermedades (cardiovasculares, degenerativas,
alzheimer, parkinson y el cancer) (Alvarez, De La Rosa, Gonzales, y Ayala, 2022).

Comunmente también son denominados como carrofieros de radicales libres. Son
moléculas que interacttan con los radicales libres, para prevenir o retrasar dafios a las
células. La oxidacion celular propicia el envejecimiento prematuro y una serie de
enfermedades (cardiovasculares, degenerativas, Alzheimer, Parkinson, cancer, entre
otras) (Bernacer, 2022). Los antioxidantes pueden ser antioxidantes enddgenos (son
biosintetizados por el propio organismo) y antioxidantes exdgenos (vitamina C, E, A,
etc.) (Tovar, 2018).

2.2.4.1.  Clasificacion de antioxidantes
a. Por su naturaleza:
- Antioxidantes naturales:

Se los encuentra de manera natural en los alimentos principalmente de origen
vegetal, siendo estos: vitaminas (A, Cy E), minerales (selenio, zinc y cobre) y sustancias
fotoquimicas (polifenoles). Uno de los grupos mas representativo los antioxidantes
naturales lo constituyen los compuestos fendlicos, al que pertenecen los flavonoides y los
acidos fendlicos junto con taninos, estilbenos y lignanos. Estos compuestos son
metabolitos secundarios de las plantas y se consideran responsables de la calidad sensorial
y nutricional de frutas y verduras, donde se encuentra ampliamente distribuidos, asi como
aceite de oliva y te, entre otros alimentos (Vilaplana, 2017).

La potente toxicidad de los antioxidantes sintéticos ha dado lugar a que aumente
el interés por estos compuestos de origen natural, a los que también se les atribuyen
propiedades antimicrobianas, antivirales y antiinflamatorias, como principales
componentes de los polifenoles, de los que se han descrito mas de 8.000 compuestos. Uno
de los subgrupos mas numerosos lo constituyen los flavonoides, los cuales pueden
encontrarse bien en forma libre o como glucosidos. Existen mas de 4000 flavonoides, de

los 500 se encuentran en forma libre (Vilaplana, 2017).
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- Antioxidantes artificiales o sintéticos:
Se los produce por sintesis quimica y usualmente son codificados para su

aplicacion principalmente en la industria de los alimentos (Vilaplana, 2017).

b. Por su solubilidad

- Antioxidantes solubles en agua:
Conocidos como hidrofilicos, estan en la parte interna de la célula son un fragmento del
nacleo central y de los fluidos, cuidan la parte interna de la célula, ejerce la funcion de
regenerador y protector en la zona del citoplasma cellular (Bernécer, 2022).

- Antioxidantes solubles en lipidos:
Conocidos como hidréfobos, protegen las membranas de la célula contrala los radicales
libres y el deterioro oxidativo de los lipidos (Alvarez, De La Rosa, Gonzéles, y Ayala,
2022).

c. Por su origen:
- Antioxidantes sintetizados por el organismo:

Este grupo de compuestos son sintetizados por el cuerpo humano. Los diferentes
antioxidantes estan presentes en una amplia gama de concentraciones en fluidos
corporales y tejidos. Entre estas sustancias tenemos al glutation y la ubiquinona
mayormente presente dentro de las células, mientras que otros tales como el acido Urico

se distribuyen mas uniformemente a través del cuerpo (Tovar, 2018).

- Antioxidantes obtenidos de fuentes externas:
Este grupo de antioxidantes son asimilados por el organismo a partir de las dietas

alimenticias constituidas por los diversos tipos de alimentos (Bernéacer, 2022).

2.2.5. Antioxidantes alimentarios
Los antioxidantes alimentarios son compuestos quimicos que en pequefias
cantidades evitan o retrasan la oxidacion de sustancias facilmente oxidables, tales como
los lipidos. La oxidacion de lipidos en los alimentos es un proceso complejo en el que
frecuentemente intervienes radicales libres y que pueden producirse durante la
recoleccion, procesamiento y almacenamiento de los alimentos. Factores como el calor,
luz, oxigeno, enzimas, metales de transicion, metaloproteinas y microorganismos pueden

actuar como indicadores o promotores de este proceso dando lugar a alteraciones en el
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aroma y sabor de alimento, a la perdida de &cidos grasos esenciales, de vitaminas
liposolubles y de otros compuestos bioactivos, y a la formacion de especies

potencialmente toxicas (Vilaplana, 2017).
2.2.6. Meétodos para evaluar la actividad antioxidante en alimentos

2.2.6.1. Método ORAC (Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno)

Este método esta basado en el mecanismo HAT, consiste en medir la capacidad
de afinidad de un radical especifico, el peroxilo. ElI proceso consiste en atacar a la
molécula de fluoresceina, dando lugar a la eliminacion del color rojo fluorescente que
ésta emite. En el caso de que haya presencia de compuestos antioxidantes, estos
reaccionan con los radicales y el color de la fluoresceina se mantiene. De esta manera, es
posible comparar la disminucion de la fluorescencia en presencia y en ausencia de un
antioxidante (Karadag et al., 2019; Niki, 2021).

Como ventajas del método ORAC cabe destacar su alta sensibilidad, precision y
reproducibilidad (Ndhlala et al., 2021). Sin embargo, uno de los inconvenientes frente a
otros métodos es que requiere aproximadamente 60 minutos mas de reaccion que otros

ensayos. (Karadag et al., 2019).

2.2.6.2. Método FRAP (Capacidad antioxidante para reducir el ion férrico)

El ensayo FRAP es un método de espectrofotometria basado en la reaccion SET,
concretamente en la reduccién del complejo de la tripiridiltriazina férrica (2,4,6-tripiridil-
s-triazina) que es incoloro, al complejo ferroso de color azul por un antioxidante a pH a
3.6. Esta reaccion produce un cambio de color que es monitorizado midiendo la
absorbancia a 595 nm (Fernandez y Pachdn et al., 2016). Como ventajas de este método
se puede decir que es sencillo y econémico. Sin embargo, no mide los antioxidantes que
contienen grupos SH (un atomo de azufre y un atomo de hidrdgeno), ya que estos
compuestos no son capaces de reducir el hierro férrico a un complejo ferroso, siendo esta

reduccién la base del método (Benzie y Strain, 2019).

2.2.6.3.  Método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
El ensayo TEAC es un método espectrofotométrico basado en reacciones SET, en
el cual el principal proceso es la inihibicion de la absorbancia del cation radical de ABTS+
(2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (Shahidi y Zhong, 2019) por parte de

los antioxidantes. Durante este proceso se forman cationes radicales de ABTS
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generandose un radical intermedio que reacciona con el ABTS para formar el cation
radical ABTS+ (Peixinho y Santrock, 2021).

Los cationes radicales son neutralizados mediante la transferencia de electrones u
atomos de hidrogeno, el cation radical pierde color y disminuye la absorcion
espectrofotométrica y puede monitorizarse a 415, 645, 734 y 815 nm. Cuando esto ocurre
quiere decir que hay presencia de sustancias antioxidantes. Ademas, cabe destacar que
este método es Util para el estudio de antioxidantes liposolubles e hidrosolubles (Shahidi
y Zhong, 2019).

2.2.6.4. Método DPPH:

El fundamento de este método se basa en medir la capacidad de una muestra de
captar radicales libres, consiste en una reaccion que al mismo tiempo es de transferencia
de electrones y de atomos de hidrogeno (SET y HAT). Su principio se sustenta en el
empleo de la molécula DPPH (1,1-difenil2-picril-hidrazilo) es un radical libre estable.
Cuando el color violeta del radical desaparece quiere decir que la disolucién de DPPH ha
reaccionado con los antioxidantes, a traves de la donacion de hidrogeno para formar la
molécula estable DPPH-H. Este cambio de color es controlado mediante

espectrofotometria a la longitud de onda de 515 nm (Alam et al., 2019).

2.2.7. Ultrasonido

El método de extraccion asistida por ultrasonido, debido a su mayor eficiencia y
menor consumo de energia y agua, se ha convertido en una alternativa adecuada a los
métodos de extraccidon convencionales y un método aprobado para procesar sustancias
vegetales, especialmente compuestos con bajo peso molecular y este efecto aditivo del
ultrasonido. Las ondas sonoras rompen las células vegetales y liberaran su contenido al
entorno de extraccion. Varios investigadores han aplicado la extraccion sono-asistida para
mejorar el rendimiento de extraccion y acortar el tiempo de extraccion (Belhachat et al.,
2018).

El ultrasonido genera ondas sonicas de intensidad especifica y la amplitud en
funcién de la frecuencia operativa. El ultrasonido puede ser clasificado en dos categorias
principales, el ultrasonido de baja potencia (de 100 kHz y superior) y el ultrasonido de
alta potencia (de 20 a 100 kHz), ambos de los cuales se han utilizado en la industria
alimentaria. El ultrasonido de baja potencia fue aplicado por la industria alimentaria para

evaluar las propiedades fisicoquimicas de productos alimenticios tales como la
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composicion y estructura, y otras evaluaciones de control de calidad, mientras que el
ultrasonido de alta potencia ha sido aplicado a una amplia gama de aplicaciones que
incluyen cristalizacion, emulsificacion, secado y procesos de congelacién, asi como la
inactivacion de enzimas (Belhachat et al., 2018).

La sonicacidn en referencia con el ultrasonido tiene algunas implicaciones sobre
la desintegracion celular, aumentando asi la transferencia de masa. Se basa en la
aplicacion de ultrasonido logrando una ruptura de las estructuras celulares de los
alimentos vegetales y con ello una mejor extraccion del aceite esencial (Peredo, Luna et
al., 2019).

El fendmeno de cavitacion se da durante ultrasonidos, en el que debido a la accién
de las intensas ondas sonoras se produce en los sitios de nucleacion del liquido maltiples
microburbujas, que luego crecen y posteriormente colapsan (Damyeh et al., 2016).

El colapso de las burbujas trae como consecuencia la conversion de la energia
sonica en energia mecanica en forma de ondas de choque. Esta energia transmite el
movimiento a partes desintegradas de las células que se produjeron cuando el contenido
de energia de ultrasonido supera la resistencia de la pared. Los chorros de agua y las ondas
de choque producidas por el ultrasonido, son los principales factores que intervienen en
la rotura de la célula. El efecto mecénico de ultrasonido acelera la liberacion de los
componentes mediante la interrupcidn de las paredes celulares, mejora la transferencia de

masa, y facilita el acceso de disolventes en el contenido celular (Damyeh et al., 2016).

2.2.8. Metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es un conjunto de técnicas
matematicas y estadisticas Utiles para modelar y analizar problemas en los cuales una
respuesta de interés es influenciada por varias variables, siendo el objetivo optimizar esta
respuesta (Okoh et al., 2021).

La MSR permite seleccionar previamente un nimero discreto de factores que se
sabe que son los que mas influyen en una funcion objetivo, que para el caso de la industria
alimentaria pueden ser en el producto y en su aceptacion global. A partir de la variacién
de estos factores y siguiendo disefios experimentales adecuados, se obtienen datos
cuantitativos de la variable respuesta (aceptacion) que, ajustando a un modelo

matematico, proporcionan una ecuacién multivariante que resume los resultados del
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estudio y permite predecir las respuestas para valores que no fueron determinados en el
experimento (Delgado, 2021).

La MSR tiene aplicaciones importantes en el disefio, analisis y optimizacion de
productos existentes y operaciones unitarias, y su uso disminuye el volumen de
experimentos, reactivos, tiempo, aportes financieros, energia, entre otros. En los ultimos
afios, la MSR se ha aplicado extensivamente para la optimizacion de multiples variables
en muchos bioprocesos y mostré resultados satisfactorios. Es ampliamente utilizado en
agricultura, biologia, alimentos, quimica y otros campos. El principal objetivo de la MSR
es optimizar simultdneamente los niveles de estas variables, determinar las condiciones
operativas Gptimas para obtener la respuesta deseable (Ye y Jjiang, 2021).

El objetivo de la MSR es optimizar la respuesta, para la cual se disefia un
experimento que proporcione valores razonables de la variable respuesta y, a
continuacion, determinar el modelo matematico que mejor se ajuste a los datos obtenidos
(Yey Jjiang, 2021).

El disefio central compuesto es el experimento disefiado de superficie de respuesta
que mas se utiliza. Los disefios centrales compuestos son un disefio factorial o factorial
fraccionado con puntos centrales, ampliado con un grupo de puntos axiales (también
denominados puntos de estrella) que permiten estimar la curvatura. Los disefios centrales
compuestos son especialmente utiles en los experimentos secuenciales, porque
frecuentemente permiten ampliar experimentos factoriales anteriores al agregar puntos
axiales y centrales (Belhachat et al., 2018).

La optimizacion por el método de superficie es mas ventajosa que la tradicional
optimizacion simple por pardmetros individuales donde el objetivo es localizar el
tratamiento ganador entre todos aquellos que son probados, en la medida en que la MSR
pretende localizar las condiciones 6ptimas de operacion del proceso con un ahorro de

tiempo, espacio y materia prima (Ye y Jjiang, 2021).
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2.3.

Definicion de términos bésicos

Aceite esencial: Se define como mezclas de componentes volatiles, productos del
metabolismo secundario de las plantas. Se encuentran muy difundidos en el reino
vegetal, de las 295 familias de plantas, de 60 a 80 producen aceites esenciales
(Ledn y Robles, 2019).

Antioxidante: Sustancia que protege las células de los dafios que causan los
radicales libres (moléculas inestables elaboradas por el proceso de oxidacion

durante el metabolismo normal) (Arts, Voss, Haenen y Bast, 2021).

Densidad: Magnitud que expresa la relacion entre la masa y el volumen de un
cuerpo, y cuya unidad en el sistema internacional es el kilogramo por metro cubico

(kilogramo(s) por metro cubico) (Palipane, Driscoll y Srzednicki, 2022).

Eficiencia: Capacidad de lograr resultados deseados con el minimo possible de

recursos (Majors, 2018).

Inhibicion: Suspender transitoriamente una funcion o actividad del organismo

mediante la accién de un estimulo adecuado (Bassanetti, 2017).

Pachichanca o pachachamcua: Es una planta aromatica medicinal localizada en
los paramos del Peru cuya funcion es ayudar a combatir los sintomas del soroche
o mal de altura (Ladislav, 2017).

Proceso de extraccion: Proceso mediante el cual los aceites esenciales se pueden
extraer usando diferentes métodos como: prensado, destilacion con vapor de agua,
extraccion con solventes volatiles, enfleurage y con fluidos supercriticos (Huie,
2022).

Ultrasonido: Los ultrasonidos son una serie de ondas mecanicas, generalmente
longitudinales, cuya frecuencia esta por encima de la capacidad de audicion del

oido humano (Jian, Xiang-hong, Mei-giang, y Zhi-chao, 2016)
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CAPITULO Il

1. MARCO METODOLOGICO

3.1.  Ubicacidon geogréafica del trabajo de investigacion
Esta investigacion (obtencion de aceite esencial de hojas de pachichanca y la

medicion y exposicion de muestras a ultrasonido) se realizd en la Universidad Nacional
de Cajamarca en los laboratorios de Tecnologia de frutas y Bioingenieria de Alimentos
de la Escuela Académico Profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias, Facultad
de Ciencias Agrarias, distrito, provincia y region de Cajamarca. Geograficamente
localizado en las siguientes coordenadas:

Coordenadas: 7°10°01” S 78°29°44” O /-7°166943, -78.495427.

Altitud: 2750 msnm

Temperatura: 15°C

Precipitacion: 11%

Humedad: 73%

El andlisis de DPPH (Capacidad antioxidante) se desarroll6 en el Laboratorio de
quimica perteneciente a las instalaciones de la Universidad publica: Pedro Ruiz Gallo
ubicada en Av. Juan XXIII 391 Lambayeque, Per0; cuyas coordenadas geograficas son:
6°42'26"S 79°54'29"0 / -6.707215, -79.90792.

3.2.  Materia prima e insumos

3.2.1. Material biologico

- Planta completa (raiz, tallo, hojas, fruto y flores) de Pachichanca en estado fresco.

3.2.2. Material y equipo de laboratorio
- Balanza electronica

- Bureta de vidrio

- Botas blancas

- Destilador de aceite esencial

- Equipo de ultrasonido

- Espectrofotémetro UV/Vis 1240.

- Fiola de vidrio

- Guantes quirurgicos
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- Mandil

- Malla cubre pelo

- Naso buccal

- Picnémetro capacidad 5 mil

3.2.3. Reactivos

- Agua destilada

- Acido ascorbico

- DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, D-9132)

- Metanol

- Quercetina

- Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico 97%)

3.2.4. Material de campo

- Cémara digital.

- Equipo de proteccion personal.
- Etiquetas.

- Frascos de plastico.

- GPS.

- Lapiceros.

- Libreta de campo.
3.3.  Métodos de analisis

e Esta primera parte de la investigacion se trabajo en el Laboratorio de
Bioingenieria de los Alimentos de la E.A.P. de IlA. de la Universidad Nacional
de Cajamarca. Para la medicion y exposicion de muestras a ultrasonido fue
necesario calcular la eficiencia de la densidad; este procedimiento se detalla a

continuacion:

3.3.1. Determinacion de la eficiencia de la densidad
Se utilizé un picnémetro de 5 ml. de capacidad. Inicialmente se lavo el picnémetro
con detergente, se enjuago el mismo con agua destilada y con etanol, luego se secé en la
estufa por 60 minutos a 100 °C, la manipulacién del picnémetro se hizo con dos pinzas,

después se colocd en el desecador por 15 minutos. Se pesé en la balanza electrénica el
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picndmetro tomando medidas hasta que se obtenga un peso constante, se procedio a llenar
el picndmetro con el aceite esencial de cada muestra, cuidadosamente se tapo el
picndmetro y se limpio el exceso de aceite. Luego se peso en la balanza electronica y por
diferencia de pesos se determind la densidad relativa del aceite esencial de cada unidad

experimental con la siguiente formula:

g [(Peso del picndmetro + muestra) — (Peso del picnémetro)]

Dendidad (ﬁ) =

Volumen del aceite esencial

e La segunda parte de la investigacion (Determinacién de la Capacidad
antioxidante) se trabajo en el laboratorio de Quimica de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo.

e Este procedimiento se detalla a continuacion:

3.3.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determino a través del método DPPH. Usando la
capacidad de eliminacion de radicales libres de los extractos se determiné el radical DPPH
(2, 2-difenil 1-picril hidrazilo) como se describe por (Barros et al., 2018), donde 40 pL
de muestra fueron adicionados a 960 L de una solucion metanolica de DPPH, y se evalud
la capacidad de las muestras para atrapar el radical DPPH, por medio de la disminucion
en la absorbancia leida luego de 30 minutos de reaccion a una longitud de onda de 517
nm, y se comparo el valor con la curva de referencia construida con Trolox como patron

primario, expresando los resultados como valores TEAC (umol Trolox/100g de muestra).

Luego se calcul6 el porcentaje de inhibicion (% Inh) usando la siguiente Ecuacion:
(Hamlaoui et al., 2018)

ABLANCO - AMUESTRA

% Inhibicion =
ABLANCO
Siendo:
Awmuestra: la absorbancia del Aceite Esencial, y a partir de ésta, soluciones
diluidas a diferentes concentraciones (0.15, 0.30, 0.60, 1.50, 3.00 y 3.50 ppm),
tomando en cada ensayo 40 pL y adicionando 960 pL de la solucién del radical
DPPH
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Aglanco €S la absorbancia de la Referencia, preparada con 40 pL de DMSO y 960

WL de la solucién del radical DPPHe

Los resultados se expresaron calculando la cantidad de antioxidante necesaria para
reducir la concentracion del radical DPPH a la mitad (Cso), este valor se calculé por
regresion lineal, graficando la concentracion versus el porcentaje de Inhibicion (Tovar
del Rio, 2019).

3.4. Metodologia experimental

3.4.1. Tipo de investigacion
o De acuerdo con la orientacién: Tipo (Aplicada)
o De acuerdo con la técnica de contrastacion: Disefio (Experimental).

3.4.2. Variable independiente
- Tiempo de exposicion a ultrasonido

- Tiempo de extraccion

3.4.3. Variable dependiente
- Capacidad antioxidante (eficiencia, dendidad, C50)

3.5.  Unidad de analisis, poblacién y muestra de estudio

3.5.1. Unidad de analisis

Para la unidad de analisis se utilizo (plantas de pachichanca) frescas y en dptimas

condiciones sin dafio y sin alteraciones fisicas ni microbioldgicas.
3.5.2. Poblacion

Para la poblacion se recolectaron plantas de pachichanca de la especie
(Clinopodium nubigenum (Kunth.) Kuntze) del Caserio de Pucard, Distrito de Tumbaden,

Provincia de San Pablo, Region Cajamarca.
3.5.3. Muestra de estudio

Se utilizé (1kg) de la planta completa de pachicahanca (raiz, tallo, hojas, fruto y

flores).
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Figura 2

Flujograma - Obtencion de aceite esencial de la planta pachichanca

Se recolect6 1kg de la planta
completa de pachichanca (raiz,
tallo, hojas, fruto y flores)

De acuerdo a su frescura y calidad, se
eliminaron las hojas que presentaron
dafio fisico y microbioldgico.

Lavado de las plantas de forma
manual con abundante agua

700g de plantas de pachichanca

Tiempos (40 minutos, 80 minutos y 120 minutos)

Por decantacion y medicion del volumen

obtenido de aceite esencial

En lugares lejos de fuentes de calor y luz

Nota: Elaboracion propia, adaptada de (Guillén, 2022).

{

g —

{

{

RECEPCION DE
MATERIA PRIMA

v

TRANSPORTE

v

SELECCION Y
CLASIFICACION

v

LAVADO

v

DESINFECTADO

v

PESADO

v

MEDICION A
ULTRASONIDO

v

DESTILADO

v

RECOLECCION

v

SEPARACION

v

ENVASADO

v

ALMACENADO

28

} En bolsas de polietileno

Con 3 gotas de lejia, por cada litro de agua, se dejé
reposar las plantas por 30 minutos. Luego se
enjuagaron con agua limpia

Muestras de (pachichanca) con 500 ml de
agua durante 20, 30 y 40 minutos

El aceite esencial se recolecté en una bureta de
200 ml

En tubos de ensayo y envueltos con papel aluminio



3.6.  Descripcion de operaciones
La obtencidn de aceite esencial se realiz6 en el laboratorio de Bioingenieria de los
Aliemntos de la E.A.P de IIA — Universidad Nacional de Cajamarca. Siguiendo la
metodologia de Guillén (2022):

1. Recepcion:
Se recolectd (1kg) de plantas de Pachichanca (Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze) del caserio de Pucara distrito de Tumbaden, provincia de San Pablo, region
Cajamarca. Se recolectaron las plantas a primeras horas de la mafiana para poder obtener

muestras frescas, sin radiacion solar para evitar su deshidratado.

Figura 3

Recoleccion de muestra (Pachichanca)
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2. Transporte:
En esta etapa se debe garantizar que las condiciones de transporte, no afecten las
caracteristicas fisicoquimicas del material vegetal (plantas de Pachichanca). Se

transportaron las plantas de pachachamcua en bolsas de polietileno.

3. Seleccidn y clasificacion:
En el pardmetro de seleccion se siguié las (BPM) Buenas Practicas de
Manufactura para que el posterior proceso productivo se realice de forma optima. se
separaron de las hojas y los tallos deteriorados, que no presenten dafio fisico ni

microbioldgico.

Figura 4

Seleccion y clasificacion de las plantas de pachichanca

4. Lavado:
Se realiz6 de forma manual se lavaron las plantas de Pachichanca con abundante
agua potable lo que permitié separar materiales como polvo, raices y otros elementos

extrafios.
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Figura 5

Lavado de las plantas de pachichanca

5. Desinfectado:
El desinfectado de las plantas de Pachichanca se realizd con 3 gotas de lejia, por

cada litro de agua, se dejo reposar las plantas por 30 minutos. Luego se enjuagaron con
agua limpia.

Figura 6

Desinfectado de las plantas de pachichanca
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6. Pesado:
La etapa de pesado se realiz6 con la finalidad de determinar el rendimiento final.

Figura 7

Pesado de las plantas de pachichanca

7. Medicidn a ultrasonido:
Se colocé 100g de muestra con 500ml de agua en los tiempos de: 20, 30 y 40

minutos a temperatura ambiente.

Figura 8

Plantas de pachichanca dentro de equipo de autoclave




Figura 9

Medicion de muestras de pachichanca en equipo de ultrasonido

8. Destilado:
Para la etapa del destilado se llené el caldero con 2 litros de agua y se coloc6 la
rejilla agujereada. Se llevé las muestras a ebullicidn en los siguientes tratamientos:
T1: 40 minutos; T2: 80 minutos; T3: 120 minutos.

Figura 10

Destilado de las muestras de pachichanca
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9. Recoleccion del aceite esencial:
Para la etapa de recoleccion del aceite esencial extraido por destilado se colecto

en una bureta de 200 ml y en una fiola de 100ml

Figura 11

Recoleccion del aceite esencial de pachichanca
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10. Separacion de fases por decantacion:
La mayor parte de los componentes de los aceites esenciales son volatiles y
relativamente inmiscibles en el agua, caracteristica que permite su separacion de la
mezcla del destilado. La etapa de separacion se realizé por decantacion del aceite esencial

luego se midio el volumen obtenido del mismo.

Figura 12

Separacion de fases (decantacion)
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11. Envasado:

El aceite contenido en la bureta fue envasado en tubos de ensayo y envuelto con
papel aluminio para evitar que se deteriore o pierda sus principios activos. Finalemte se
obtuvieron las siguientes cantidades de aceite esencial:

T1: extraccién a 40 minutos (2.5 ml de aceite esencial)

T2: extracciéon a 80 minutos (2.5 ml de aceite esencial) y

T3: extraccion a 120 minutos (3 ml de aceite esencial).

Figura 13

Envasado del aceite esencial de pachichanca

12. Almacenado:
Para el almacenado de los aceites esenciales se buscé un lugar lejos de fuentes de

calor y luz para evitar su deterioro y alteracion.
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3.7. Factores de estudio

Los factores de estudio estan constituidos por: tiempo de exposicion a ultrasonido

y tiempo de extraccion:

Tabla 1

Factores de estudio

FACTOR A:

Tiempo de exposicion a ultrasonido

Ay 20 minutos

A, 30 minutos

As 40 minutos
FACTOR B:

Tiempo de extraccion

B; 40 minutos
B, 80 minutos
Bs 120 minutos

Nota: En la Tabla 1 se describe los factores de estudio; Factor A: tiempo de exposicion a
ultrasonido (20 minutos, 30 minutos, 40 minutos). Y Factor B: tiempo de extraccion (40

minutos, 80 minutos, 120 minutos).
3.8.  Disefio experimental

El disefio experimental usado fue un arreglo de superficie de respuesta del tipo
Factorial completo de 2 factores experimentales con 3 niveles, con tres respuestas que

son las variables dependientes, dando un total de 9 corridas (tratamientos).
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3.9. Codificacién de tratamientos

Tabla 2

Codificacion de tratamientos

Tratamiento Tiempo de ultrasonido (minutos)  Tiempo de extraccion (minutos)
P1 -1 -1
P2 0 -1
P3 1 -1
P4 -1 0
P5 0 0
P6 1 0
P7 -1 1
P8 0 1
P9 1 1

Nota: La Tabla 2 muestra la codificacion de tratamientos: tiempo de ultrasonido

(minutos) y tiempo de extraccion (minutos).

3.10. Modelo estadistico
Se usara para la investigacion una aproximacion de segundo orden, tomando los
términos de primero y segundo orden de la expansion, usando el polinomio cuadratico

siguiente:

E(y) =5, +Zﬂixi +Zﬂiixii2 +Z Zﬂijxixj

i<j ij
1 X H
BoPurXs son del modelo de primer orden
A — coeficiente cuadratico de la variable i

ﬁij

= coeficiente de interaccion de las variables i, j.
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3.11.

Tabla 3

Matriz y distribucion de tratamientos

Matriz y distribucion de tratamientos

Factor A Factor B
Tratamientos Tiempo de exposicion a Tiempo de extraccién

ultrasonido (minutos) (minutos)
P1 20 40
P2 30 40
P3 40 40
P4 20 80
P5 30 80
P6 40 80
P7 20 120
P8 30 120
P9 40 120

Nota: En la Tabla 3 se describe la matriz y distribucion de tratamientos (tiempo de

exposicion a ultrasonido (20, 30 y 40 minutos) y el tiempo de extraccion (40, 80 y 120

minutos).
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CAPITULO IV

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de la pachichanca o pachachamcua

4.1.1. Boténica de la pachichanca o pachachamcua

Figura 14

llustracion botéanica de la pachichanca (Clinopodium nubigenum (Kunth.) Kuntze)

Frut

Hoja

Nota: llustracion botanica de pachichanca (Clinopodium nubigenum (Kunth.) Kuntze)
imagen obtenida de Zurita (2015).

La pachichanca o pachachamcua es una planta aromatica vascular compuesta por
raiz, tallo, hojas, flor y fruto; es una especie perenne rastrera, alcanza 15 cm como altura
maxima, caracterizada por su gran intensidad de aroma. Su raiz es pivotante y fibrosa.
Presenta un tallo de forma cuadrangular ramificado, de color café rojizo, cubierto de

tricomas y vellosidades de color blanco (Bravo y Zavala, 2020).

Presenta hojas de forma oval lanceoladas simple y opuesta, base ligeramente
truncada, suelen medir de largo hasta 4 mm, acumuladas en los tallos. Sus flores son
zigomorfas y labiadas, miden de 3 a 5 mm, con 5 sépalos de color verde, 5 pétalos de
color lila muy claro, con un color oscuro del centro. Su fruto es seco indehiscente y

tetraquenio (Ginocchio y Pérez, 2019).
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Es un arbusto tapizante perenne con abundantes tricomas, posee una raiz fibrosa
y pivotante, es muy aromatico, sus tallos son ramificados, de color café rojizo con un
largo de 30 a 50cm (Ladislav, 2017). Sus hojas son ovadas con un tamariio de 3.4 x 2.4
mm opuestas y se encuentran acumuladas en los tallos. Las flores son ingrimas se las
localiza en las axilas de las hojas, son zigomorfas tiene 5 pétalos desiguales con un matiz
lila blangquecino y en su centro con una pigmentacion mas obscura y sus frutos son secos
(Melissa, 2021),

4.1.2. Taxonomia de la pachichanca

Para su caracterizacion se acudié al herbario “Isidoro Sanchez Vega” de la
Universidad Nacional de Cajamarca; hace constar que corresponde, taxonémicamente
al vegetal terrestre (ANEXO 1):

Tabla 4

Taxonomia de la pachichanca

Taxonomia de la Pachichanca o Pachachamcua

Reino Plantae

Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht
Suborden Asternae Takht

Orden Lamiales Bromhead

Familia Lamiaceae Martinov

Tribu Mentheae

Geénero Clinopodium L

Especie C. nubigenum

Nombre cientifico Clinopodium nubigenum (Kunth.) Kuntze
Nombre Comun Pachichanca, Pachachamcua

Nota: Elaboracion propia con datos taxonémicos adaptados de (Coral, 2018).

Esto es corroborado por estudios taxondmicos como los de Mufioz, (2018) que
caracterizaron a esta misma planta como Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze, una
planta aromatica perteneciente a la familia Lamiaceae, también se conoce con el
sinénimo Thymus nubigenus Kunth, Micromeria nubigena (Kunth) Benth vy Satureja

nubigena (Kunth).
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Segun lllescas y Lovato (2020) esta planta Pertenece a la familia Lamiacea, que
incluye més de 3 500 especies vegetales, con 200 géneros aproximadamente, englobando
hierbas perennes, sub arbustos y raramente arboles o trepadoras; las plantas de esta

familia, poseen un alto contenido de aceites esenciales en todos sus 6rganos.

Como un aporte especial se determind mediante espectrofotométrica los fenoles

totales en la planta Pachichanca el cual se puede observar en el (ANEXO 2)

Bibliograficamente el aceite esencial de la pachichanca fue analizado por
cromatografia de gases, teniendo en cuenta setenta (70) compuestos identificados, la
moyoria monoterpenoides (Gilardoni et.al. 2021) esta composicion se observa en el
(ANEXO 3).

4.1.3. Analisis quimico proximal de la pachichanca

Tabla b

Analisis quimico proximal de la pachichanca

Analisis quimico proximal de la pachichanca

Humedad 10.59
Cenizas 9.06
Extracto etéreo 1.44
Proteina 7.37
Fibra cruda 30.33
Extracto libre de nitrogeno 51.8

Nota: En la Tabla 5 se observa el andlisis quimico proximal obtenido para la planta
pachichanca con 10.59% de humedad, 9.06% de cenizas, 1.44% de extracto etéreo, 7.37%

de proteina, 30.33% de fibra cruda y 51.8% de extracto libre de nitrégeno.

La descripcion de procesos para la obtencion de los compuestos quimicos de la

pachachamcua estan citados en el (ANEXO 4)
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4.2.  Determinacién de contenido de antioxidantes de la pachichanca

Tabla 6

Valores obtenidos en la fase experimental

Tiempo de Tiempo de
Tratamientos - lirasonido @i eficiencia Densidad  Ca
P1 20 40 0.18 0.923 1.893
P2 30 40 0.2 0.931 1.839
P3 40 40 0.2 0.925 1.842
P4 20 80 0.21 0.931 1.624
P5 30 80 0.22 0.986 2.065
P6 40 80 0.23 0.941 1.863
P7 20 120 0.23 0.938 1.885
P8 30 120 0.24 0.939 1.815
P9 40 120 0.31 0.942 1.758

En la Tabla 6, se muestra el cuadro ANOVA para la eficiencia, donde se observa

claramente que ambos tiempos tuvieron un efecto sobre la eficiencia de extraccion, mas solo el

tiempo de extraccidn tuvo un efecto significativo

4.2.1. Analisis de varianza para eficiencia de extraccion

Tabla 7

ANOVA para la eficiencia de extraccion

Fuente Sumade Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
A: Tiempo de 0.0024 1 0.0024 8.20 0.0644
ultrasonido

B: Tiempo de 0.00666667 1 0.00666667 22.78 0.0175
extraccion

AA 0.0000888889 1 0.0000888889 0.30 0.6199
AB 0.0009 1 0.0009 3.08 0.1777
BB 0.0000888889 1 0.0000888889 0.30 0.6199
Error total 0.000877778 3 0.000292593

Total (corr.) 0.0110222 8

R-cuadrada = 92.0363 %

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 78.7634 %
Error estandar del est. = 0.0171053
Error absoluto medio = 0.00864198
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Este comportamiento también se observa en la Figura 15, donde gréaficamente se
ve que solo el tiempo de extraccion es mayor al p-valor de 0.05.

Figura 15

Pareto estandarizado para significancia estadistica

(2)Tiempo extraccion(L) -4.773344
(1)Tiempo Ultrasonido(L) 2.864006
1Lby2L 1.753838
Tiempo Ultrasonido(Q) 5511783
Tiempo extraccion(Q) 6511783
p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Cabe mencionar que si bien el tiempo de ultrasonido aplicado no fue significativo
este aumento la eficiencia de extraccion, esto se ve claramente en el grafico de efectos

principales de la Figura 16.

Figura 16

Gréfico de efectos principales para la eficiencia
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Este tipo de resultados se ha obtenido ya en la literatura donde investigaciones
manifiestan que el ultrasonido es una técnica de extraccion Util para compuestos en
alimentos sélidos debido al efecto de cavitacion. La cavitacion esta relacionada con el
poder de los ultrasonidos aplicados a la muestra. Sin embargo, hay algunos otros factores
que son importantes con respecto a la eficiencia de extraccidn, incluida la temperatura de
la extraccion, la composicion del disolvente, la frecuencia de los ultrasonidos y el ciclo
utilizado. Los factores antes mencionados pueden influir en la eficiencia de los EAU, por
lo que deben optimizarse para extraer los analitos de interés (Setyaningsih et al., 2019)

Ya que se obtuvo valores significativos y observamos que existe una tendencia de
mayor extraccion en funcion al tiempo, se genera una superficie para observar en que

valores de tiempo son 6ptimos los valores de extraccion.

Figura 17

Gréfico de superficie plana y 3D para eficiencia de extraccion
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Esta tendencia positiva del tiempo sobre la extraccion se debe que el fendmeno de
fragmentacion informado por varios autores (Machado, Faccio, y Piston, 2019) esta
relacionado con la reduccidn del tamafio de particula durante la ultrasonicacion debido a
colisiones entre particulas y ondas de choque creadas por burbujas de cavitacion
colapsadas.

De acuerdo a estos valores se obtiene una ecuacién ajustada de:

Eficiencia = 0.265556 - 0.005*Tiempo de ultrasonido - 0.000958333*Tiempo de
extraccion + 0.0000666667*Tiempo de ultrasonido®2 + 0.0000375*Tiempo de
ultrasonido*Tiempo de extraccion + 0.00000416667*Tiempo de extraccion”2

Finalmente, al hacer un analisis de Deseabilidad (Desirability), donde esta
representa la mayor cantidad de aceite esencial obtenido, usando el método Spline Fit de
Statistica, podemos observar que ambas variables de tiempo son optimas a 34.9 minutos
para Tiempo de ultrasonido y 120 de tiempo de extraccion. Estos hallazgos coinciden con
la literatura ya que cuando se aplica mas tiempo de ultrasonido, mayor seréa la eficacia de
extraccion de aceite ya que se rompen las células vegetales liberando asi mas compuestos
volatiles incluyendo a los aceites esenciales gracias a que la aplicacion de ultrasonido
crea ondas de presion que generan microcavidades en el liquido facilitando la extraccion

de aceite (Rodriguez y Fernandez, 2017).

Figura 18
Superficie de deseabilidad para eficiencia

Desirability Surface/Contours; Method: Spline Fit
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4.2.2. Analisis de varianza para C50
En la Tabla 8, se muestra el andlisis de varianza usado para analizar el efecto del
tiempo de ultrasonido y de extraccion en la actividad antioxidante del aceite esencial de
la pachichanca expresado como Csq.

Tabla 8

Analisis de Varianza para C50

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

A: Tiempo de 0.000620167 1 0.000620167 0.02 0.8931

ultrasonido

B: Tiempo de 0.00224267 1 0.00224267 0.08 0.7991

extraccion

AA 0.0182405 1 0.0182405 0.63 0.4859

AB 0.001444 1 0.001444 0.05 0.8378

BB 0.000288 1 0.000288 0.01 0.9269

Error total 0.0870987 3 0.0290329

Total (corr.) 0.109934 8

R-cuadrada = 20.7719 %

R-cuadrada (ajustada por g.1.) =0.0 %
Error estandar del est. = 0.17039
Error absoluto medio = 0.0820741

Como se observa no existe un cambio significativo en el valor Cso lo cual muestra
que la cavitacion generada por el ultrasonido no afecto la calidad del aceite esencial
expresado con su potencial antioxidante. Esto posiblemente se debe a que el ultrasonido
puede reducir el tamafio de particula de los componentes del aceite esencial, lo que
aumenta su area superficial y, por lo tanto, su capacidad para interactuar con los radicales
libres y otras especies reactivas de oxigeno.

En la bibliografia autores como Machado et al. (2019) advierten que el fendbmeno
de fragmentacion esta relacionado con la reduccion del tamafio de particula durante la
ultrasonicacion debido a colisiones entre particulas y ondas de choque creadas por
burbujas de cavitacion colapsadas y que pueden afectar a compuestos, lo cual claramente

no sucedio en este caso ya que no se encontro diferencias significativas en los datos.
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Desde ya este resultado corrobora lo que la bibliografia manifiesta que el
ultrasonido se convierte en un tratamiento adecuado ya que evita el tratamiento duro
durante la preparacion de la muestra y la basqueda de procedimientos de extraccion
eficientes que involucren condiciones suaves para lograr tiempos de extraccién mas
cortos, consumo reducido de acido y ahorro de energia / costos. (Bendicho et al., 2012)

Con el fin de evaluar las tendencias donde se puede obtener una mayor estabilidad

de los antioxidantes se genera las superficies respectivas, mostrada en la figura 7.

Figura 19

Gréfico de superficie plana y 3D para C50
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Tal como se observa al hacer un analisis de Deseabilidad, donde esta representa
los mayores valores de C50, usando el método Spline Fit de Statistica, podemos observar
que ambas variables de tiempo son Optimas a 34.9 minutos para Tiempo de ultrasonido y

120 de tiempo de extraccién, logrando un valor de 1.85589, con lo cual podemos definir
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que incluir el ultrasonido en esta técnica la convierte en un sistema "verde" para la
extraccion de antioxidante, es importante destacar que, aunque la aplicacion del
ultrasonido puede tener beneficios en la extraccion y la actividad antioxidante, la
optimizacion de los parametros operativos, como la intensidad y la duracion del
ultrasonido, es crucial. Niveles excesivos de ultrasonido podrian, en algunos casos,
provocar la degradacion de compuestos antioxidantes sensibles al calor (Kaderides et al.,
2019).

Figura 20

Superficie de deseabilidad para C50
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Finalmente podemos definir que cuando se aplica el ultrasonido a suspensiones
homogéneas, la ultrasonicacion puede inducir cavitacion y asi acelerar la extraccion,
disolucion, digestion y otros procesos, como en nuestro caso obtener una mayor eficiencia
de extraccién de aceite esencial, autores manifiestan que facilitan adicionalmente la
ruptura celular (para muestras biologicas) y la posterior liberacion de analitos
encapsulados (Machado et al., 2019).

Otro punto importante es que la presente tesis uso un equipo de ultrasonido de
bajo costo de 40 KHz lo cual os da opcion a que esta tecnologia pueda incluirse facilmente
en otros procesos de extraccion de importancia alimentaria. Chemat et al., (2017) ya habia
manifestado que, entre los diversos tipos de instrumentos disponibles actualmente, los
bafios ultrasonicos y las sondas de ultrasonido son los mas utilizados en los laboratorios

analiticos.
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Ambos instrumentos funcionan a una frecuencia fija (generalmente 20 kHz para
sondas y 40 kHz para bafios), con una eficiencia de cavitacion de la sonda superior a la
del bafio, ya que se introduce una mayor intensidad en un &rea especifica en el primer
caso.

Cabe resaltar que es necesario estudiar mas esta técnica, el alcance de la tesis no
tuvo el objetivo de ver el efecto de las interacciones entre variables, lo cual quedaria como
un tema a seguir estudiando, ya autores manifiestan que lo mas probable es que se
produzca una combinacion de sus efectos, por ejemplo, la mezcla intensa debida a la
propagacion de ondas de ultrasonido en el medio liquido mejora la transferencia de masa
y, por lo tanto, aumenta la velocidad de extraccion del analito. (Vilkhu et al., 2021).
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V.

5.1.

5.2.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

En la caracterizacion de la planta Pachichanca o Pachachamcua recolectada del
caserio de Pucard distrito de Tumbaden, provincia de San Pablo, Region
Cajamarca, se idenficd taxondmicamente que pertenece a la especie Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze de la familia Lamiaceae, orden lamiales y que tiene
por nombre comin “pachichancas” o “pachachamcua. En el andlisis quimico
proximal para la pachachamcua se obtuvo: 10.59% de humedad, 9.06% de
cenizas, 1.44% de extracto etéreo, 7.37% de proteina, 30.33% de fibra cruda y
51.8% de extracto libre de nitrégeno.

El tiempo de extraccion tuvo un efecto significativo (p<0.05) y el tiempo de
ultrasonido aplicado no fue significativo (p>0.05) en la eficiencia de extraccion,
ademas la interaccion de las variables en estudio no ejercié efecto significativo en
el potencial antioxidante del aceite esencial de Clinopodium nubigenum (Kunth)

Kuntze.

El valor éptimo de tiempo de exposicion a ultrasonido sobre el contenido de
antioxidantes fue de 34.9 minutos y para tiempo de extraccion de antioxidantes el
valor optimo fue 120 minutos en funcién a la variable Cso logrando un valor de
1.86.

Recomendaciones:

Se recomienda utilizar mas frecuencias de ultrasonido, en investigaciones
posteriores ya que seria de mucho interés observar la influencia de la frecuencia

en los procesos de extraccidon generados.
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CAPITULO VII
VII.  ANEXOS

ANEXO 1

Taxonomia de la Pachichanca o Pachachamcua
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ANEXO 2

Determinacion espectrofotométrica de fenoles totales en la planta Pachichanca
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ANEXO 3

Composicion quimica de un aceite esencial de acuerdo a (Gilardoni et al., 2021)

Table 1. Chemical analysis of the essential o1l of C. nubigemym. LEI: Linear Retention Index (Van den Dool & Kratz, 1963).

COMPOUNDS WA %B LRI COMPOUNDS A B LRI
1-Butanol-2-methyl acetate® 001 =001 876 Isohbomyl acetate 01 =001 1288
o-Pinens 085 045 934  trans-Sabinyl acetate 023 010 1294
Camphene 012  0.03 949 Nonanyl acetate 018 002 1312
3-Methyl-cyclohexanone 051  Myttenyl acetate 089 003 1328
Sabinene 326 033 974  Pipentenone 132 034 1345
f-Pinene 978  Citronellyl acetate 106 046 1355
2-Pentyl furan 011 0.06 092  Eugenol 11 03 1361
3-Octanol 011 004 995  Pipentenone oxide 021 01l 1370
p-Mentha-1(7),8-diens 005 003 1005 o-Copaene 703 209 1331
Limonens 646 207 1030  trans-Myttanol acetate 022 008 1387
frans-f-Ocimens 006 001 10428 p-Bourbonene 078 029 1389
y-Terpinene 001 001 1052 p-Cubebens 1393
p-Mentha-3,8-diene 002 002 1071 Elemene<p= 032 =001 1393
Terpinolene 009 001 1090 (E)-Caryophyllene 018 006 1423
p-Cymens 208 173 1091 p-Copaene 030 016 1433
1,6-Octadien-3-0l 3, T-dimethyl-* 731 700 1101  o-Humulens 1458
Limnalool 032 08 1101 y-Muurolens 106 038 1480
Nomanal 006 002 1105 GermacreneD 1485
1-Octen-3-yl acetate 046 002 1113 (EE)-o-Famesens 03 029 1510
3-Octanol acetate 025 002 1124 Zonarens 576 208 1519
a-Campholenal 1128 o-Calacorens 041 005 1547
cis-Limonene oxide 1135 p-Calacorens 057 003 1568
cis-p-Mentha-2 8-dien-1-ol 1137  1lo,10a-epoxy-Amorph-4-ene 025 (.06 1576
p-Menth-3-en-8-ol 014 001 1150 p-Copaen-4-g-ol=f— 1592
Menthone 11.57 015 1156 o-Corocalens 006 002 1629
Menthofuran 1167  Murela-4.10(14)-den-1-f-ol 0 00 1635
cis-Isopulegone® 136 474 1178  o-Muurolel 002 =001 1649
o-Terpineol 005 010 1194 cis-Calamenen-10-ol 008 006 1668
Decanal 006 008 1207 Cadalene 1683
Acetic acid, non-3-enyl ester® 080 013 1209 Mostakone 039 001 1687
Benzofuran-4,7-dimethyl* 033 008 1216 Amorpha-49-dien-2-ol 026 1705
Coahuilensol, methyl ether 030 001 1226  10-nor-Calamenen-10-one 1711
Pulegone® 3711 7279 1249  Pentadecanal* 1718
Limalyl acetate 003 001 1257 Hexadecanal® 1783
Cinnamaldehyde=(E)-= 003 002 1274 2-Pentadecanone,§,10,14-trimethyl-* 1842
Tot. % 9739 98 .09

A: from air-dried aerial parts. B: from fresh aerial parts. *Identified only by Wiley and NIST MS libraries.
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ANEXO 4
Analisis quimico proximal de la pachichanca o pachachamcua

El andlisis quimico proximal de la planta pachichanca se realiz6 en el
(Laboratorios de Andlisis y Control de Alimentos — Facultad de Ciencias Pecuarias -
UNC). Siguiendo el (Método Oficial de Analisis “Association of Official Analitical
Chemist — AOAC — 2017).

Los valores obtenidos muestran como unidad de refrencia el porcentaje (%) para
la caracterizacion de la hoja de Clinopodium nubigenum, se efectuaron los anélisis de
humedad, cenizas, extracto etéreo libre de nitrogeno, proteina, fibra y actividad

antioxidante.
*Determinacion de cenizas
Procedimiento experimental:
Se tomo 4 g de la hoja fresca de la planta de pachachamcua, esta muestra fue

colocada sobre un crisol y fue incinerada en la mufla, a una temperatura de 550°C, durante

un transcurso de 8 horas, hasta la obtencion de unas cenizas de color gris.

Para calcular el porcentaje de cenizas se utilizo la siguiente ecuacion:

%C = Pcc — Pcv 100
o= Pcm—Pcvx

Donde:

%C = Contenido final de cenizas
Pcv = Peso de crisol vacio

Pcc = Peso de crisol con cenizas

Pcm = Peso de crisol con la muestra de hojas frescas.
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*Determinacion de humedad

Procedimiento experimental:

Se procedio a pesar 3g de hojas frescas de pachachamcua, la cual fue colocada en
un recipiente de acero inoxidable. La muestra fue extendida en toda la superficie del
recipiente de acero inoxidable y llevada a la estufa a una temperatura de 105°C durante
12 horas. Finalmente se tom6 la muestra, la cual fue enfriada en un desecador y
posteriormente pesada. El calculo de porcentaje de humedad se realiz6 con la siguiente

ecuacion:

%H = —— x 1
% Prmh—Prvx 00

Donde:
%H = Porcentaje de humedad

Prv =Peso de recipiente vacio

Prms = Peso del recipiente con la muestra seca

Prms = Peso del recipiente con la muestra de hojas frescas.

*Determinacion de extracto etéreo

Procedimiento experimental

Se coloco dentro de los vasos de acero inoxidable 30ml de hexano. A continuacion
se peso 3g de muestra fresca (hojas de pachachamcua) misma que se colocé en un dedal.
Posteriormente se colocaron los dedales y vasos en el equipo (FOSS Soxtec TM 2043).
El calentador alcanzé una temperatura de 130°C para de esta manera sumegir los dedales
por un tiempo de 15 minutos. Posteriormente se di6 paso al reflujo de extraccién con
ayuda de hexano grado técnico. Luego los vasos fueron retirados del equipo para ser
llevados a la estufa a una temperatura de 105°C con el fin de que el hexano técnico se
volatilice completamente. Finalmente los vasos fueron retirados a un desecador para
finalmente ser pesados.

La ecuacion utilizada fue la siguiente:
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Phr — Phv
WEE = T x 100

Donde:

%EE = Porcentaje de extracto etéreo
Phv = Peso del crisol vacio

Phr = Peso del crisol con el residuo

Pm = Peso de la muestra

*Determinacion de proteina

Procedimiento experimental:

Se peso 2g de muestra (hojas de pachachamcua) y se la coloco en papel bond,
luego se colocO la muestra en los tubos para proceder a la digestion,tomando en
consideracion los numeros de las muestras colocadas en cada uno de los tubos.
Posteriormente se coloca dos pastillas de digestion Kjeltabs Cu/3.5 y se afiade 20 ml de
acido sulfarico. Seguidamente se transfirio a un digestor para calendar a 400°C durante
un lapso de 1 hora. Finalmente se obtuvo los valores con respecto al porcentaje de
problema mismos que se visualiza en la pantalla del equipo. Este tiene como unidad de

referencia al porcentaje.

*Determinacion de fibra

Procedimiento experimental:

Se pesd 3g de muestra para colocarla en un recipiente de 600ml, posteriormente
se afiadié 1ml de alcohol y 200ml de acido sulfurico. A continuacion se sometié a un
proceso de digestion durante un lapso de 25 minutos, se afiadié 25 ml de hidréxido de
sodio al 22%, 1ml de alcohol y se procedio a digerir durante 30 minutos. La fibra debio
ser recogida y colocada en crisoles utilizando lana de vidrio como capa. Posteriormente
debid ser Lavada y desmineralizada con agua caliente afiadiendo 100ml de acido sulfarico
al 0.007% y 20ml de hexano. A continuacion la fibra se sec6 a 105°C en una estufa por
un lapso de 8 horas para finalizar la muestra se someti6 a una incineracion en la mufla a
600°C durante un tiempo de 4 horas para posteriormente ser situada en un desecador

luego se dejé enfriar y por ultimo se peso la muestra.
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Para la determinacion de la fibra cruda se aplico la siguiente ecuacion:

Pcf — Pcc
%Fc = —pm X 100

Donde:

%Fc = Porcentaje de fibra cruda

Pcf = Peso del crisol secado a 105°C
Pcc = Peso del crisol luego de la calcinacion

Pm = Peso de la muestra

*Determinacion de fibra
Procedimiento experimental:
Se aplico la siguiente ecuacion:
ELN (%) = 100 — (%Proteina + %Extracto E + %Fibra + %Cenizas)

%Proteina = Contenido de proteina cruda (%)
%Extracto E = Contenido de extracto etéreo (%)

%Fibra = Contenido de fibra cruda (%)

%Cenizas = Contenido de ceniza (%)
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ANEXO 5

Cso para cada una de las muestra de pachichanca evaluadas

*Nota estos datos nos sirvieron para determinar la reduccién de la concentracién del radical DPPH

a la mitad (C50), este valor se calcul6 por regresion lineal, graficando la concentracién versus el

porcentaje de inhibicidn, mediante el disefio de superficie de respuesta cuyos graficos estadisticos

se mencionan con anterioridad en la discusion de resultados.

Tabla 9

C50 para muestra de pachichanca (P1)

P1
Concentracién Absorbancia %Inhibicion C50
0.15 0.081 90.504
0.3 0.1301 84.748
0.6 0.2711 68.218 1.89
15 0.477 44.080 3
3 0.58 32.005
35 0.652 23.564
Blanco 0.853
Pendiente -18.69766223
Interseccion 85.38870813
Figura 21
C50 para muestra de pachichanca (P1)
%lnhibicion
100.000
[ )
80.000 | %
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0.000
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Tablal0

C50 para muestra de pachichanca (P2)

P2
Concentracion Absorbancia ~ %lnhibicion  C50
0.15 0.081 90.504
0.3 0.1299 84.771
0.6 0.273 67.995 1.83
15 0.475 44,314 9
3 0.625 26.729
35 0.648 24.033
Blanco 0.853
Pendiente -19.35288717

Interseccion 85.58177324

Figura 22

C50 para muestra de pachichanca (P2)

%lInhibicion
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0.000
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Tabla 11

C50 para muestra de pachichanca (P3)

P3
Concentracion Absorbancia ~ %lnhibicion  C50
0.15 0.085 90.035
0.3 0.129 84.877
0.6 0.28 67.175 1.84
15 0.475 44,314 2
3 0.612 28.253
35 0.652 23.564
Blanco 0.853
Pendiente -19.10155466

Interseccion 85.18118727

Figura 23

C50 para muestra de pachichanca (P3)
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Tabla 12

C50 para muestra de pachichanca (P4)

P4
Concentracion Absorbancia %Inhibicion C50
0.15 0.085 90.035
0.3 0.125 85.346
0.6 0.284 66.706 1.62
15 0.585 31.419 4
3 0.658 22.860
35 0.698 18.171
Blanco 0.853
Pendiente -20.92462632
Interseccion 83.98413278
Figura 24
C50 para muestra de pachichanca (P4)
%lnhibicion
100.000
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80.000 '
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0.000
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Tabla 13

C50 para muestra de pachichanca (P5)

PS5
Concentracion Absorbancia  %Inhibicion  C50

0.15 0.0801 90.610

0.3 0.125 85.346

0.6 0.264 69.050

15 0.421 50.645 2085

3 0.512 39.977

35 0.652 23.564
Blanco 0.853

Pendiente -17.7080529

Interseccion 86.57482816

Figura 25

C50 para muestra de pachichanca (P5)
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100.000
°
80.000 | ..
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Tabla 14

C50 para muestra de pachichanca (P6)

P6
Concentracion Absorbancia %Inhibicion C50

0.15 0.082 90.387
0.3 0.142 83.353
0.6 0.268 68.581
15 0.485 43.142 1863

3 0.562 34.115
35 0.678 20.516

Blanco 0.853
Pendiente 18.8333278

Interseccion 85.0892339

Figura 26

C50 para muestra de pachichanca (P6)
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Tabla 15

C50 para muestra de pachichanca (P7)

P7

Concentracién  Absorvancia %lnhibicion C50

0.15 0.086 89.918
0.3 0.131 84.642
0.6 0.265 68.933 1.88
1.5 0.422 50.528 5
3 0.598 29.894
35 0.679 20.399
Blanco 0.853

Pendiente 19.5920103
Interseccion 86.9369798

Figura 27

C50 para muestra de pachichanca (P7)
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Tabla 16

C50 para muestra de pachichanca (P8)

P8
Concentracion ~ Absorbancia  %Inhibicion  C50
0.15 0.0855 89.977
0.3 0.132 84.525
0.6 0.281 67.057 1.81
15 0.485 43.142 5
3 0.594 30.363
35 0.678 20.516
Blanco 0.853
Pendiente -19.324588

Interseccion 85.077971

Figura 28

C50 para muestra de pachichanca (P8)
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Tabla 17

C50 para muestra de pachichanca (P9)

P9
Concentracion  Absorbancia  %lnhibicion C50
0.15 0.09 89.449
0.3 0.145 83.001
0.6 0.281 67.057 1.75
15 0.498 41.618 8
3 0.621 27.198
35 0.675 20.868
Blanco 0.853
Pendiente -19.46509

Interseccion 84.2250258

Figura 29

C50 para muestra de pachichanca (P9)
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