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Editorial

Este	año	del	5	al	12	de	julio	se	realizará	el	47º	Congreso	Mundial	de	Química	IUPAC	en	la	
ciudad	de	París,	Francia.	Lo	relevante	de	ese	evento	es	que	también	se	conmemora	los	100	
años	de	la	IUPAC	con	el	lema	“Frontiers	in	Chemistry:	Let’s	créate	our	Future”.

Es preciso recordar que el primer Congreso Internacional de Químicos tuvo lugar del 3 al 5 de 
septiembre	de	1860	en	la	ciudad	alemana	de	Karlsruhe	con	el	objetivo	de	definir	los	términos	
"átomo", "molécula" y "equivalencia", necesarios para la comprensión entre los químicos de 
esa época. A ese congreso asistieron 127 químicos que procedían de los siguientes países: 57 
de	Alemania,	21	de	Francia,	18	de	Gran	Bretaña,	7	de	Rusia	y	Austria-Hungría,	6	de	Suiza,	
3 de Suecia y Bélgica, 2 de Italia y 3 de otros países. Entre los asistentes  se puede citar a  
Bunsen,	Adolf	von	Baeyer,	Emil	Erlenmeyer,	von	Fehling,	Carl	Fresenius,	Kopp,	Friedrich	
Beilstein, Jean-Baptiste Boussingault, Dumas, Arnould Paul Edmond Thénard, Cannizzaro, 
Dmitri	Mendeleyev,	Lothar	Meyer,	entre	otros	destacados	científicos.	

A	partir	de	1860	se	celebraron	más	congresos	de	química,	tanto	mundiales	como	regionales	
que han contribuido no solo a ponernos de acuerdo con los términos químicos, sino también 
a divulgar nuestras investigaciones, a estrechar lazos de amistad, realizar alianzas formales 
o informales, a difundir entre los jóvenes esta hermosa ciencia y en algunos casos a dejar en 
claro	algunas	posiciones	científicas	sobre	los	problemas	mundiales	como	son	el	hambre,	las	
enfermedades, el cambio climático, entre otros.

Las	secciones	del	47º	Congreso	Mundial	de	Química	IUPAC	son	química	para	la	vida,	química	
para la energía recursos, química para el ambiente, química y sociedad, educación química, 
entre otros.  Como siempre, muchos químicos que laboran en la diversas empresas así como 
los académicos que están en universidades e institutos de investigación nos reuniremos en 
París	para	celebrar	los	100	años	de	la	IUPAC,	institución	a	la	cual	muchos	químicos	estamos	
afiliados,	para	reencontrarnos,	reforzar	los	lazos	de	cooperación	e	intercambio,	crear	nuevas	
alianzas  y aportar con nuestras investigaciones al desarrollo de la ciencia química necesaria 
para elevar la calidad de vida de la humanidad cuidando al mismo tiempo nuestro medio 
ambiente y así crear un mejor futuro por medio de la química.     

Dr. Mario Ceroni Galloso
Miembro afiliado IUPAC
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EVALUACIÓN DE LA CALIDAD DEL DESTILADO ALCOHÓLICO 
DE ANÍS VERDE (Pimpinella anisum L.) OBTENIDO POR 

DESTILACIÓN FRACCIONADA

Clesez Tunqui Quispe*a, Alexia Pardo Figueroa Dianderasb, Gustavo Tejada Floresb, 
Ivette del Rosario Cjuro Farfánc

RESUMEN

En este trabajo de investigación se evaluó la calidad del destilado alcohólico de anís verde 
(Pimpinella anisum L.) obtenido por destilación fraccionada en una columna de uno 
(01),	dos	(02)	y	tres	(03)	platos;	el	cual	es	un	producto	intermedio	para	la	elaboración	de	
anisado. El proceso productivo contempló la mezcla de aguardiente y granos de anís verde 
para su posterior maceración, una vez obtenido el macerado, se procedió a su destilación 
en un alambique de columna fraccionada. La metodología para la evaluación consistió en 
la	 realización	 de	 análisis	 organoléptico,	 fisicoquímicos,	 espectroscópicos	 (UV-visible)	 y	
cromatográficos	(CCF,	CLAE	y	CG/EM).	Se	realizaron	cinco	(05)	corridas	de	producción	para	
obtener	cinco	(05)	muestras	de	destilado	por	cada	tamaño	de	columna	(uno,	dos	y	tres	platos).	
En general, el destilado alcohólico de anís verde se caracterizó por la elevada presencia de 
compuestos carbonílicos, y moderada presencia de compuestos insaturados y carbohidratos. 
Los	análisis	de	CCF,	CLAE	y	CG/EM	evidencian	la	presencia	de	trans-Anetol. En función 
a sus características se concluyó que el mejor destilado para la formulación de anisados es el 
obtenido	en	la	destilación	con	dos	(02)	platos.	

Palabras clave: anís verde (P. anisum L.), destilado alcohólico, destilación fraccionada, 
trans-Anetol.

ASSESSMENT OF THE QUALITY OF THE GREEN ANISE 
(PIMPINELLA ANISUM L.) ALCOHOLIC DISTILLATE OBTAINED 

BY FRACTIONAL DISTILLATION

ABSTRACT

In	this	research	work,	it	was	evaluated	the	quality	of	the	green	anise	(P. anisum L.) alcoholic 
distillate	obtained	by	fractional	distillation	in	a	column	of	one,	two	and	three	plates;	which	is	
an intermediate product for the production of aniseed. The production process involved the 

*a	Facultad	de	Química,	Universidad	Nacional	de	San	Agustín,	Calle	Santa	Catalina	N°	117,	Arequipa,	Perú,	
cleseztq1402@gmail.com

b Facultad	de	Ingeniería	y	Computación,	Universidad	Católica	San	Pablo,	Quinta	Vivanco	S/N	Urb.	Campiña	
Paisajista,	Arequipa,	Perú.

c Facultad	de	Ingeniería	de	Procesos,	Universidad	Nacional	de	San	Agustín,	Calle	Santa	Catalina	N°	117,	
Arequipa,	Perú.
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mixture	of	schnapps	and	green	anise	grains	for	subsequent	maceration.	The	macerated	was	
distilled in a fractional column pot still. The evaluation methodology included organoleptic, 
physicochemical,	 spectroscopic	 (UV-visible)	 and	 chromatographic	 (TLC,	HPLC	 and	GC/
MS)	 analysis.	 In	 order	 to	 obtain	 five	 samples	 for	 each	 column	 size	 (one,	 two	 and	 three	
plates),	five	production	runs	were	carried.	In	general,	the	alcoholic	distillate	of	green	anise	
had characterized by the high presence of carbonyl compounds, and the moderate presence 
of	 unsaturated	 compounds	 and	 carbohydrates.	 The	 analysis	 of	 TLC,	 HPLC	 and	 GC/MS	
demonstrate the presence of trans-Anethole.	Based	on	its	characteristics,	it	was	concluded	
that	the	best	distillate	for	the	production	of	aniseed	is	obtained	in	the	distillation	with	two	
(02)	plates.

Key words: green anise (P. anisum L.), alcoholic distillate, fractional distillation, trans-
Anethole. 

INTRODUCCIÓN

El anís (P. anisum	L.)	es	una	planta	herbácea	muy	aromática;	su	aceite	esencial	se	utiliza	como	
aditivo, aromatizante y saborizante en las industrias alimentaria, farmacéutica, cosmética, 
entre otras1. En estudios referentes al anís verde, se ha demostrado que su aceite esencial 
posee	una	composición	variable	de	metabolitos	secundarios	según	la	zona	de	la	que	proviene,	
el	tiempo	de	cosecha	y	el	clima;	metabolitos	de	los	cuales	los	más	importantes	son	el	trans-
Anetol y el p-Anisaldehído2. Se ha evidenciado que no existen estudios, investigaciones 
ni	 información	 específicamente	 sobre	 la	 caracterización	 del	 destilado	 alcohólico	 de	 anís	
verde obtenido por destilación fraccionada, sin embargo, existen trabajos de investigación 
que describen y determinan las características del aceite esencial de anís verde2,3,4,5. La 
empresa donde se realizó la investigación actualmente produce anisados a base de destilado 
alcohólico de anís verde (P. anisum L.), pero no ha realizado estudios sobre las principales 
características y componentes del destilado obtenido por destilación fraccionada en columna 
de	uno	(01),	dos	(02)	y	tres	(03)	platos.	Por	esta	razón,	el	objetivo	de	la	investigación	fue	
evaluar	las	propiedades	de	los	tres	(03)	destilados	alcohólicos	de	anís	verde	(P. anisum L.) 
e	identificar,	según	la	evaluación	de	sus	características,	cuál	de	los	tres	(03)	es	el	mejor	para	
formular anisados.

PARTE EXPERIMENTAL

La	investigación	se	realizó	en	el	Laboratorio	de	Química	Orgánica	de	la	Universidad	Nacional	
de	 San	Agustín	 (Arequipa,	 Perú),	 Laboratorio	 de	 Control	 de	 Calidad	 de	 la	 Universidad	
Católica	de	Santa	María	(Arequipa,	Perú)	e	instalaciones	de	una	industria	licorera	productora	
de	anisados	(Arequipa,	Perú).

1. Identificación taxonómica del anís verde 
En	la	tabla	1	se	muestra	los	resultados	de	la	identificación	taxonómica	del	anís	verde.
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El ejemplar de la especie en estudio (P. anisum	L.)	fue	depositado	e	identificado	en	el	herbario	
“Herbarium	Areqvipense	(HUSA)	de	la	Universidad	Nacional	de	San	Agustín.

2. Muestreo y preparación de las muestras
Para que las muestras sean representativas, se controlaron y estandarizaron los siguientes 
parámetros: masa de anís verde, grado alcohólico y masa del aguardiente, tiempo de 
maceración, y masa del macerado que se carga al alambique. El muestreo se realizó en una 
empresa	licorera,	específicamente	en	el	área	de	producción	del	destilado	de	anís.	

Se	inició	el	proceso	productivo	con	la	formulación	y	masado	de	115,85	kg	de	aguardiente,	
masado	de	12,60	kg	de	anís	verde,	y	maceración	por	15	días	en	tanques	de	acero	inoxidable	
de	200	L	de	capacidad.	Luego,	se	transportó	el	macerado	a	la	olla	de	cocción	de	cobre	del	
alambique de columna fraccionada (propiedad de la industria licorera en la que se realizó el 
trabajo)	con	tres	(03)	platos	para	su	destilación,	proceso	que	se	repitió	cinco	(05)	veces	para	
obtener las muestras. Se siguió el mismo proceso para el muestreo de destilado obtenido 
en	un	alambique	de	dos	(02)	y	de	un	(01)	plato.	El	alambique	posee	un	sistema	clamp	que	
permite	retirar	y	colocar	platos	de	destilación	según	el	número	de	platos	con	el	que	se	desee	
trabajar.	Las	muestras	fueron	tomadas	en	quince	(15)	corridas	de	producción	(05	por	cada	
tamaño	de	columna),	 todas	por	un	volumen	de	500	mL	y	correctamente	rotuladas	para	su	
análisis	por	triplicado.	El	muestreo	se	realizó	basándose	en	la	NTP	319.079.19746.

3. Análisis organoléptico
Las muestras fueron analizadas por personas con experiencia en cata de bebidas alcohólicas 
(trabajan en la industria licorera productora de anisados) siguiendo las normas NTP-ISO 
11035:20097	y	NCh1078 y los datos colectados se muestran en la tabla 2.

Tabla 1. Identificación	taxonómica	del	anís	verde.

Tabla 2. Ponderaciones para el análisis organoléptico de destilado de anís verde.
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En la tabla 1 se muestra los resultados de la identificación taxonómica del anís verde. 

Tabla 1. Identificación taxonómica del anís verde 

Clasificación científica 
Reino Plantae División Magnoliophyta Clase Magnoliopsida 
Subclase Rosidae Orden Apiales Familia Apiaceae 
Subfamilia Apiodeae Género Pimpinella Especie P. anisum L. 

Fuente: Herbarium Areqvipense (HUSA) Universidad Nacional de San Agustín.  
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Nivel Sabor Color Olor Estado 
físico 

1 Ácido y picante Café oscuro, 
amarillento y turbio 

Incoloro, 
ligeramente 
amarillento 

Etanólico, ligeramente 
aromático a anís 

Líquido 
opalescente 

2 Intensamente ácido, 
ligeramente dulce 

Ligeramente aromático 
a anís, penetrante 

Líquido 
cristalino 

3 Picante, ácido, ligeramente 
dulce Incoloro cristalino Intensamente aromático 

a anís, agradable. - 

4 Dulce, ligeramente ácido - 
- 

- - 

5 Muy dulce, aromático y 
ligeramente ácido - - 

Fuente: Elaboración propia. 

 

4. Análisis fisicoquímico 

Se midieron las variables siguiendo métodos, procedimientos, lineamientos y/o 

especificaciones establecidas y reguladas.  

- Grado alcohólico: Se midió según la norma NTE INEN 3409. 

- Densidad: Se midió según la norma NTP ISO 279: 201110. 

- Acidez: Se midió según la norma NTP 211.027:200311. 

- Punto de ebullición: Se midió según el método semi micro. 

- Índice de refracción: Se midió según la norma NTP ISO 280:201112. 

- Índice de esteres: Se midió según la norma NTP 319-088 INDECOPI13. 

- Índice de carbonilos: Se midió según la norma NTP 319.078:197414. 

 

5. Análisis espectroscópicos y cromatográficos 

5.1. Espectroscopia UV-visible 

El equipo que se utilizó para la determinación de la longitud de onda de los estándares 

(trans-Anetol y p-Anisaldehído) fue un espectrofotómetro UV-visible modelo 

GENESYS 10S con software Vision lite, lámpara de xenón y rango de longitud de 

onda de 190 a 1100 nm. Se realizó un barrido espectral a un rango de 200-400 nm; 

para lo cual se preparó una solución de 0,1 µL de trans-Anetol /10 mL de etanol p.a. 

y 0,1 µL de p-Anisaldehído/10 mL en etanol p.a. 

5.1.1. Determinación de la curva de calibración  

Para el caso del trans-Anetol, la curva de calibración se realizó con etanol  p.a. y 

estándar de trans-Anetol. Se preparó una solución madre de 12,3 mg/L en 100 mL y 

después se realizaron diluciones. A partir de la curva se obtuvo la ecuación de 
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4. Análisis fisicoquímico
Se midieron las variables siguiendo métodos, procedimientos, lineamientos y/o 
especificaciones	establecidas	y	reguladas.	
- Grado alcohólico:	Se	midió	según	la	norma	NTE	INEN	3409.
- Densidad: Se	midió	según	la	norma	NTP	ISO	279:	201110.
- Acidez: Se	midió	según	la	norma	NTP	211.027:200311.
- Punto de ebullición: Se	midió	según	el	método	semi	micro.
- Índice de refracción:	Se	midió	según	la	norma	NTP	ISO	280:201112.
- Índice de esteres: Se	midió	según	la	norma	NTP	319-088	INDECOPI13.
- Índice de carbonilos:	Se	midió	según	la	norma	NTP	319.078:197414.

5. Análisis espectroscópicos y cromatográficos
5.1. Espectroscopia UV-visible
El equipo que se utilizó para la determinación de la longitud de onda de los estándares 
(trans-Anetol y p-Anisaldehído)	fue	un	espectrofotómetro	UV-visible	modelo	GENESYS	
10S	con	software	Vision	lite,	lámpara	de	xenón	y	rango	de	longitud	de	onda	de	190	a	1100	
nm.	Se	realizó	un	barrido	espectral	a	un	rango	de	200-400	nm;	para	lo	cual	se	preparó	una	
solución	de	0,1	µL	de	trans-Anetol	/10	mL	de	etanol	p.a.	y	0,1	µL	de	p-Anisaldehído/10	
mL en etanol p.a.

5.1.1. Determinación de la curva de calibración 
Para el caso del trans-Anetol, la curva de calibración se realizó con etanol p.a. y estándar 
de	trans-Anetol.	Se	preparó	una	solución	madre	de	12,3	mg/L	en	100	mL	y	después	se	
realizaron diluciones. A partir de la curva se obtuvo la ecuación de regresión lineal Y = 
0,4607x,	con	un	R	=	0,9918.	Para	el	caso	del	p-Anisaldehído, la curva de calibración se 
realizó con etanol p.a. y estándar de p-Anisaldehído. Se preparó una solución madre de 
12,3mg/L,	en	100	mL	y	después	se	realizaron	diluciones.	A	partir	de	la	curva	se	obtuvo	la	
ecuación	de	regresión	lineal	Y	=	0,0499x	–	0,0044,	con	un	R	=	0,9991.	Las	muestras	de	
destilado	fueron	centrifugadas,	filtradas	y	diluidas	10	µL	en	una	fiola	de	10	mL.

5.2. Cromatografía en Capa Fina (CCF)
Mediante	 esta	 técnica	 se	 determina	 cualitativamente	 la	 presencia	 de	 compuestos	
mayoritarios.	Se	inició	con	la	preparación	de	la	cámara	cromatográfica;	se	colocó	en	la	
cámara acetato de etilo: tolueno (7:93), se homogenizó por agitación y se dejó reposar 
por	10	minutos.	En	las	cromatoplacas	de	Silicagel	60	F254,	con	soporte	de	vidrio	de	20x20	
cm,	adquiridas	en	Merck	Perú;	se	trazó	una	línea	de	base	a	una	distancia	de	1,5	cm	por	
encima	de	la	base	de	la	placa	y	luego	se	realizó	la	activación	en	una	estufa	a	60	°C	por	un	
periodo	de	1	hora.	Posteriormente	se	realizó	el	sembrado	de	las	muestras,	extrayendo	5	µL	
y colocándolos por encima de la línea de base, a continuación se introdujo en la cámara 
que	debe	ser	cerrada	herméticamente.	Cada	5	minutos	fue	verificado	que	el	solvente	no	
rebase la línea marcada en la cromatoplaca (L = 1,5 cm). Se utilizó como fase estacionaria 
metanol,	y	para	la	revelación	se	utilizó	revelador	H2SO4:	Vainillina	y	Lámpara	UV	de	254	
nm.
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5.3. Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia (CLAE) 
Las	 corridas	 se	 realizaron	 en	 un	 cromatógrafo	 tipo	 LACHROM	 LITE	 –	 CLAE,	 con	
bomba	 cuaternaria	 de	 baja	 presión,	 detector	 de	 diodos,	 espectrofotómetro	 UV-visible,	
automuestreador	y	una	 columna	RP	C18	de	125	mm.	Se	utilizaron	 como	 fase	móvil	 y	
estacionaria	metanol	grado	CLAE	y	una	columna	RP	C18	125	mm,	con	una	velocidad	de	
flujo	de	1	mL/min,	una	temperatura	de	columna	de	30	±1°C,	y	un	volumen	de	inyección	de	
muestra	de	20	μL.	Los	estándares	y	las	muestras	fueron	filtrados	en	una	membrana	fina	de	
0,45	μm	para	llevar	a	cabo	una	corrida	de	cada	uno	de	ellos	a	265	nm,	obteniendo	un	tiempo	
de	retención	de	12,440	min	para	el	trans-Anetol	y	de	2,873	min	para	el	p-Anisaldehído. 
Las	muestras	 fueron	 preparadas	 en	 una	 solución	 de	metanol:agua	 ultra	 pura	 (50:50)	 y	
se realizaron las corridas por triplicado. Esta técnica se utilizó para determinar la 
concentración de los componentes mayoritarios (trans-Anetol y p-Anisaldehído) en las 
muestras, utilizando como referencia los estándares correspondientes a una concentración 
de 99,99 %. Este análisis fue realizado por un Laboratorio de Control de Calidad Acreditado 
por INACAL.

5.4. Cromatografía de Gases Acoplada a Espectrometría de Masas (CG/EM)
El	equipo	que	se	utilizó	fue	un	cromatógrafo	SHIMADZU	GC-2010,	versión	2100;	con	
detector de ionización a la llama y espectroscopía de masas, con columna capilar SPD 
20,	inyector	automático.	La	corrida	se	realizó	en	las	siguientes	condiciones:	temperatura	
de	columna	45	±	3°C,	temperatura	de	inyección	de	250°C,	temperatura	de	detección	de	
300°C,	 y	 fase	 estacionaria	 Helio.	 Las	 muestras	 fueron	 preparadas	 en	 una	 solución	 de	
Hexano	(5	µL/10	mL	de	solvente)	y	luego	fueron	filtradas.	Este	análisis	fue	realizado	por	
un laboratorio de control de calidad acreditado por INACAL.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

1. Análisis organoléptico 
En la tabla 3 se muestran los resultados del análisis organoléptico realizado a las muestras de 
destilado	alcohólico	de	anís	verde	obtenidas	con	uno	(01),	dos	(02)	y	tres	(03)	platos.

Tabla 3. Resultados del análisis organoléptico.

correspondientes a una concentración de 99,99 %. Este análisis fue realizado por un 

Laboratorio de Control de Calidad Acreditado por INACAL. 

5.4. Cromatografía de Gases Acoplada a Espectrometría de Masas (CG/EM) 

El equipo que se utilizó fue un cromatógrafo SHIMADZU GC-2010, versión 2100; 

con detector de ionización a la llama y espectroscopía de masas, con columna capilar 

SPD 20, inyector automático. La corrida se realizó en las siguientes condiciones: 

temperatura de columna 45 ± 3°C, temperatura de inyección de 250°C, temperatura 

de detección de 300°C, y fase estacionaria Helio. Las muestras fueron preparadas en 

una solución de Hexano (5 µL/10 mL de solvente) y luego fueron filtradas. Este 

análisis fue realizado por un laboratorio de control de calidad acreditado por 

INACAL. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
1. Análisis organoléptico  

En la tabla 3 se muestran los resultados del análisis organoléptico realizado a las muestras 

de destilado alcohólico de anís verde obtenidas con uno (01), dos (02) y tres (03) platos. 

Tabla 3. Resultados del análisis organoléptico. 

Variable 01 plato 02 platos 03 platos 

Sabor Picante, ácido, 
ligeramente dulce (3) 

Muy dulce, aromático y 
ligeramente ácido (5) 

Dulce, 
ligeramente 

ácido (4) 
Color Incoloro, ligeramente 

amarillento (2) Incoloro cristalino (3) Incoloro 
cristalino (3) 

Olor 
Ligeramente 

aromático a anís y 
penetrante (2) 

Intensamente aromático a 
anís, agradable (3) 

Ligeramente 
aromático a 

anís, agradable 
(2.5) 

Estado físico 
Líquido cristalino 

ligeramente 
opalescente (1,5) 

Líquido cristalino (2) Líquido 
cristalino (2) 

Fuente: Elaboración propia. 

El sabor y el olor son las características más importantes para valorar la calidad del 

destilado y diferenciarlos. Los resultados confieren al destilado obtenido con dos (02) 

platos las mejores características organolépticas para ser utilizado como insumo principal 

en la elaboración del producto final al cual está destinado.  

 

2. Análisis fisicoquímicos 
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El sabor y el olor son las características más importantes para valorar la calidad del destilado y 
diferenciarlos.	Los	resultados	confieren	al	destilado	obtenido	con	dos	(02)	platos	las	mejores	
características organolépticas para ser utilizado como insumo principal en la elaboración del 
producto	final	al	cual	está	destinado.	

2. Análisis fisicoquímicos
En	la	tabla	4	se	muestran	los	resultados	de	los	análisis	fisicoquímicos	realizados	a	las	muestras	
de	destilado	alcohólico	de	anís	verde	obtenidas	con	uno	(01),	dos	(02)	y	tres	(03)	platos.

El	destilado	obtenido	con	dos	(02)	platos	tiene	61,23°	GL,	un	mayor	grado	alcohólico	que	
el	obtenido	con	uno	(01)	y	tres	(03)	platos,	lo	que	indica	que	se	da	una	mejor	separación	y	
arrastre de compuestos aromáticos. Respecto a la acidez, el destilado obtenido con un plato 
presenta menor acidez, sin embargo, esta se ve afectada con el paso del tiempo debido a 
la oxidación de alcoholes, aldehídos e hidrólisis de los ésteres presentes. En el caso de la 
densidad,	el	destilado	obtenido	con	tres	(03)	platos	tiene	mayor	densidad,	es	decir,	mayor	
cantidad de extractos (sustancias no volátiles) que los otros destilados. 

El índice de refracción (IR) es una variable que guarda relación con la composición química: 
si	hay	predominancia	de	compuestos	bencénicos	el	IR	es	mayor	a	1,50	y	si	no	la	hay,	el	IR	es	
próximo	a	1,45.	Los	índices	de	refracción	de	destilados	obtenidos	con	uno	(1),	dos	(02)	y	tres	
(3) platos son similares, con predominancia de compuestos no aromáticos. Respecto al índice 
de	éster,	es	menor	en	los	destilados	obtenidos	con	dos	(02)	y	tres	(3)	platos,	lo	que	indica	la	
presencia de ésteres de baja masa molecular.  El índice de carbonilos del destilado de tres 
(03)	platos	es	22,12	%,	mientras	que	de	los	destilados	de	un	(01)	plato	y	dos	(02)	platos	son	
8,22	y	15,15	%,	respectivamente;	es	decir,	el	de	tres	(03)	platos	tiene	mayor	presencia	de	
aldehídos y cetonas. 

3. Análisis cromatográficos y espectroscópicos
3.1. Espectroscopia UV-visible
En	las	tablas	5	y	6	se	muestran	los	resultados	de	los	análisis	de	Espectroscopia	UV-visible	
realizados	a	las	muestras	de	destilado	alcohólico	de	anís	verde	obtenidas	con	uno	(01),	dos	
(02)	y	tres	(03)	platos.

En la tabla 4 se muestran los resultados de los análisis fisicoquímicos realizados a las 

muestras de destilado alcohólico de anís verde obtenidas con uno (01), dos (02) y tres 

(03) platos. 

 Tabla 4. Resultados de los análisis fisicoquímicos. 

Variable 01 plato 02 platos 03 platos 
Grado alcohólico 61,00 61,23 60,08 

Acidez 2,541 3,217 3,415 
Densidad 0,9099 0,9091 0,9119 

Índice de refracción 1,363 1,362 1,363 
Punto de ebullición 83,2 81,2 81,2 

Índice de éster 8,31 7,62 6,78 
Índice de carbonilos 8,22 15,15 22,12 

Fuente: Elaboración propia. 

 

El destilado obtenido con dos (02) platos tiene 61,23° GL, un mayor grado alcohólico que 

el obtenido con uno (01) y tres (03) platos, lo que indica que se da una mejor separación 

y arrastre de compuestos aromáticos. Respecto a la acidez, el destilado obtenido con un 

plato presenta menor acidez, sin embargo, esta se ve afectada con el paso del tiempo 

debido a la oxidación de alcoholes, aldehídos e hidrólisis de los ésteres presentes. En el 

caso de la densidad, el destilado obtenido con tres (03) platos tiene mayor densidad, es 

decir, mayor cantidad de extractos (sustancias no volátiles) que los otros destilados.  

El índice de refracción (IR) es una variable que guarda relación con la composición 

química: si hay predominancia de compuestos bencénicos el IR es mayor a 1,50 y si no 

la hay, el IR es próximo a 1,45. Los índices de refracción de destilados obtenidos con uno 

(1), dos (02) y tres (3) platos son similares, con predominancia de compuestos no 

aromáticos. Respecto al índice de éster, es menor en los destilados obtenidos con dos (02) 

y tres (3) platos, lo que indica la presencia de ésteres de baja masa molecular.  El índice 

de carbonilos del destilado de tres (03) platos es 22,12 %, mientras que de los destilados 

de un (01) plato y dos (02) platos son 8,22 y 15,15 %, respectivamente; es decir, el de tres 

(03) platos tiene mayor presencia de aldehídos y cetonas.  

 

3. Análisis cromatográficos y espectroscópicos 

3.1. Espectroscopia UV-visible 

Tabla 4. Resultados	de	los	análisis	fisicoquímicos.
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El	destilado	obtenido	con	tres	(03)	platos	tiene	mayor	concentración	de	trans-Anetol	que	los	
obtenidos	con	uno	(01)	y	dos	(02)	platos.

El	destilado	obtenido	con	dos	(02)	platos	presenta	una	menor	concentración	de	p-Anisaldehído, 
motivo	por	el	cual	existe	una	menor	probabilidad	de	incrementar	su	acidez	con	el	tiempo;	es	
decir, es más estable.

3.2. Cromatografía en Capa Fina
En	la	figura	1	y	en	 la	 tabla	7	se	muestran	 los	 resultados	de	 la	cromatografía	en	capa	fina	
realizada	a	las	muestras	de	destilado	alcohólico	de	anís	verde	obtenidas	con	uno	(01),	dos	
(02)	y	tres	(03)	platos.

Tabla 5. Resultados	de	los	análisis	de	Espectroscopia	UV-visible:	concentración	de	
trans-Anetol (mg/L).

Tabla 6. Resultados	de	los	análisis	de	Espectroscopia	UV-visible:	concentración	de	
p-Anisaldehído (mg/L).

En las tablas 5 y 6 se muestran los resultados de los análisis de Espectroscopia UV-

visible realizados a las muestras de destilado alcohólico de anís verde obtenidas con 

uno (01), dos (02) y tres (03) platos. 

 
Tabla 5. Resultados de los análisis de Espectroscopia UV-visible: concentración de 

trans-Anetol (mg/L). 
 

Prueba 01 plato 02 platos 03 platos 
P1 (mg/L) 1,09 1,02 1,45 
P2 (mg/L) 1,08 1,16 1,35 
P3 (mg/L) 1,12 1,09 1,26 
P4 (mg/L) 1,08 1,09 1,26 
P5 (mg/L) 0,95 1,16 1,36 

Fuente: Elaboración propia. 
 
El destilado obtenido con tres (03) platos tiene mayor concentración de trans-Anetol 

que los obtenidos con uno (01) y dos (02) platos. 

 
Tabla 6. Resultados de los análisis de Espectroscopia UV-visible: concentración de 

p-Anisaldehído (mg/L). 
 

Prueba 01 plato 02 platos 03 platos 
P1 (mg/L) 5,02 4,26 4,86 
P2 (mg/L) 5,82 4,12 4,76 
P3 (mg/L) 4,74 4,90 4,72 
P4 (mg/L) 5,12 4,58 4,72 
P5 (mg/L) 5,74 4,64 5,82 

Fuente: Elaboración propia. 
 
El destilado obtenido con dos (02) platos presenta una menor concentración de p-

Anisaldehído, motivo por el cual existe una menor probabilidad de incrementar su 

acidez con el tiempo; es decir, es más estable. 

3.2.  Cromatografía en Capa Fina 

En las tablas 5 y 6 se muestran los resultados de los análisis de Espectroscopia UV-

visible realizados a las muestras de destilado alcohólico de anís verde obtenidas con 

uno (01), dos (02) y tres (03) platos. 

 
Tabla 5. Resultados de los análisis de Espectroscopia UV-visible: concentración de 

trans-Anetol (mg/L). 
 

Prueba 01 plato 02 platos 03 platos 
P1 (mg/L) 1,09 1,02 1,45 
P2 (mg/L) 1,08 1,16 1,35 
P3 (mg/L) 1,12 1,09 1,26 
P4 (mg/L) 1,08 1,09 1,26 
P5 (mg/L) 0,95 1,16 1,36 

Fuente: Elaboración propia. 
 
El destilado obtenido con tres (03) platos tiene mayor concentración de trans-Anetol 

que los obtenidos con uno (01) y dos (02) platos. 

 
Tabla 6. Resultados de los análisis de Espectroscopia UV-visible: concentración de 

p-Anisaldehído (mg/L). 
 

Prueba 01 plato 02 platos 03 platos 
P1 (mg/L) 5,02 4,26 4,86 
P2 (mg/L) 5,82 4,12 4,76 
P3 (mg/L) 4,74 4,90 4,72 
P4 (mg/L) 5,12 4,58 4,72 
P5 (mg/L) 5,74 4,64 5,82 

Fuente: Elaboración propia. 
 
El destilado obtenido con dos (02) platos presenta una menor concentración de p-

Anisaldehído, motivo por el cual existe una menor probabilidad de incrementar su 

acidez con el tiempo; es decir, es más estable. 

3.2.  Cromatografía en Capa Fina 
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En la figura 1 y en la tabla 7 se muestran los resultados de la cromatografía en capa 

fina realizada a las muestras de destilado alcohólico de anís verde obtenidas con uno 

(01), dos (02) y tres (03) platos. 
 

Figura 1. Resultados de los análisis de Cromatografía en Capa Fina. 
Leyenda: STD1: Estándar de trans-Anetol; STD2: Estándar de p-Anisaldehído; M: Macerado; F1: 

Destilado de un (01) plato; F2: Destilado de dos (02) platos y F3: Destilado de tres (03) platos.  

 

Tabla 7. Resultado de los análisis de Cromatografía en Capa Fina (Rf.). 

Fase móvil Estándar 01 plato 02 platos 03 platos 
Tolueno: Acetato 

de Etilo (7:93) 
trans-Anetol 0,86 0,85 0,85 0,84 
p-Anisaldehído 0,50 0,00 0,00 0,00 

Fuente: Elaboración propia. 
 
La tabla 7 y la figura 1 muestran la relación de frente que se obtuvo de los destilados, 

las cuales se compararon con la relación de frente de los estándares STD1 (trans-

Anetol) y STD2 (p-Anisaldehído) indicando la presencia de trans-Anetol y la 

ausencia de p-Anisaldehído. 

3.3.  Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia (CLAE) 

La figura 2 muestra los cromatogramas de las muestras de los estándares del p-

Anisaldehído y del trans-Anetol, mientras que en la tabla 8 se presentan los 

resultados de los análisis de CLAE realizados a las muestras de destilado alcohólico 

de anís verde obtenidas con uno (01), dos (02) y tres (03) platos. 
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Tabla 7. Resultado de los análisis de Cromatografía en Capa Fina (Rf.). 

Fase móvil Estándar 01 plato 02 platos 03 platos 
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de Etilo (7:93) 
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Fuente: Elaboración propia. 
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ausencia de p-Anisaldehído. 

3.3.  Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia (CLAE) 

La figura 2 muestra los cromatogramas de las muestras de los estándares del p-
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Figura 1. Resultados de los análisis de Cromatografía en Capa Fina.
Leyenda: STD1: Estándar de trans-Anetol;	STD2:	Estándar	de	p-Anisaldehído;	M:	Macerado;	F1:	
Destilado	de	un	(01)	plato;	F2:	Destilado	de	dos	(02)	platos	y	F3:	Destilado	de	tres	(03)	platos.	

Tabla 7. Resultado de los análisis de Cromatografía en Capa Fina (Rf.).

La	tabla	7	y	la	figura	1	muestran	la	relación	de	frente	que	se	obtuvo	de	los	destilados,	las	
cuales se compararon con la relación de frente de los estándares STD1 (trans-Anetol) y STD2 
(p-Anisaldehído) indicando la presencia de trans-Anetol y la ausencia de p-Anisaldehído.

3.3. Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia (CLAE)
La	figura	2	muestra	los	cromatogramas	de	las	muestras	de	los	estándares	del	p-Anisaldehído 
y del trans-Anetol,	mientras	que	en	la	tabla	8	se	presentan	los	resultados	de	los	análisis	de	
CLAE	realizados	a	las	muestras	de	destilado	alcohólico	de	anís	verde	obtenidas	con	uno	(01),	
dos	(02)	y	tres	(03)	platos.
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Figura 2. Cromatograma del p-Anisaldehído y del trans-Anetol obtenido en los análisis de CLAE.

Figura 3. Cromatograma	del	destilado	obtenido	con	un	(01)	plato.		

Tabla 8. Resultados de los análisis de CLAE.

El	destilado	obtenido	con	dos	 (02)	platos	 tiene	0,1169	%	de	 trans-Anetol, seguido por el 
obtenido	con	un	(01)	plato	con	0,1164	%	y	el	obtenido	con	tres	(03)	platos	con	0,1057	%.	No	
se detectó p-Anisaldehído en ninguna de las muestras.

3.4. Cromatografía de Gases Acoplada a Espectrometría de Masas (CG/EM)
En	las	figuras	3,	4	y	5	se	pueden	observar	los	cromatogramas	obtenidos	para	las	muestras	
de	destilado	alcohólico	de	anís	verde	obtenidas	con	uno	 (01),	dos	 (02)	y	 tres	 (03)	platos,	
respectivamente;	 y	 en	 la	 tabla	 9	 se	 muestran	 los	 resultados	 de	 los	 análisis	 de	 GC/EM	
realizados a las muestras mencionadas.

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Cromatograma del p-Anisaldehído y del trans-Anetol obtenido en los 
análisis de CLAE. 

 
Tabla 8. Resultados de los análisis de CLAE. 

Compuesto 01 plato 02 platos 03 platos 
trans-Anetol 0,1164 0,1169 0,1057 
p-Anisaldehído No detectable No detectable No detectable 

Fuente: Elaboración propia. 
 

El destilado obtenido con dos (02) platos tiene 0,1169 % de trans-Anetol, seguido 

por el obtenido con un (01) plato con 0,1164 % y el obtenido con tres (03) platos con 

0,1057 %. No se detectó p-Anisaldehído en ninguna de las muestras.   

3.4. Cromatografía de Gases Acoplada a Espectrometría de Masas (CG/EM) 

En las figuras 3, 4 y 5 se pueden observar los cromatogramas obtenidos para las 

muestras de destilado alcohólico de anís verde obtenidas con uno (01), dos (02) y tres 

(03) platos, respectivamente; y en la tabla 9 se muestran los resultados de los análisis 

de GC/EM realizados a las muestras mencionadas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 3. Cromatograma del destilado obtenido con un (01) plato.   
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Figura 4. Cromatograma	del	destilado	obtenido	con	dos	(02)	platos.

Figura 5. Cromatograma	del	destilado	obtenido	con	tres	(03)	platos.
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Tabla 7. Resultado de los análisis de Cromatografía en Capa Fina (Rf.).Tabla 9. Resultados de la cromatografía de gases con detector de espectroscopia de 
masas (GC/EM) 

Compuesto 
01 plato 02 platos 03 platos 

Tiempo de 
retención 

(min) 
Área 
(%) 

Tiempo de 
retención 

(min) 
Área 
(%) 

Tiempo de 
retención 

(min) 
Área 
(%) 

trans-Anetol 14,62 90,15 14,63 86,83 14,63 88,16 
1,4-metano-1H-indeno, 

octahidro-4-metil 17,75 3,88 - -  - 

Estragol 13,05 2,09 13,05 1,75 13,06 1,67 
Acido ftálico, di-(1-

hexen-5-il) éster 18,98 1,77 18,98 1,84 18,98 2,08 

Oxadiazol, metil-3-(1-
piperidil) 17,29 0,71 - - - - 

1,4-metanocicloocta[d] 
piridacina - - 17,75 3,88 17,75 3,46 

2-butanol, 3-(1-metil-2-
fenil) - - 18,02 0,89  - 

Etil éster, ácido 
docosanoico 

- - 23,63 2,14 23,64 2,53 
N-(trifluoroacetil)-N-o, 

o ', o' '- tris 
(trimetilsilil) 

- - 16,93 1,99  - 

α-Himachalene - - 17,35 0,68  - 
Eicosano 25,04 0,69 - -  - 

Tritetracontano - - - - 23,77 2,1 

9-endo-hidroxi-9-exo-
etil-biciclo-[4.2.1]-nona-

2,4-dieno 
21,96 0,71 - -  - 

 Fuente: Elaboración propia. 
 
En el destilado obtenido con dos (02) platos se identificaron ocho componentes 

predominando el trans-Anetol con 86,83 %, en los destilados con uno (01) y tres (03) 

platos se identificaron siete y seis componentes predominando el trans-Anetol con 

90,15 % y 88,16 %, respectivamente. En los tres destilados se tiene un tiempo de 

retención de 14,62 a 14,63 min del compuesto mayoritario. 

 

CONCLUSIONES 
En general, los destilados obtenidos presentan compuestos carbonilos, insaturados y 

carbohidratos, siendo los destilados con dos (02) y tres (03) platos los que presentan el 

mejor sabor y olor. Los análisis de UV-VIS, CCF, CLAE y CG/EM revelan que el 

compuesto mayoritario en los destilados es el trans-Anetol. Según los resultados de los 

análisis realizados y los requerimientos del anisado (bebida alcohólica obtenida por 

aromatización de alcohol con variedades de anís) producido por la industria licorera 

En	 el	 destilado	 obtenido	 con	 dos	 (02)	 platos	 se	 identificaron	 ocho	 componentes	
predominando el trans-Anetol	con	86,83	%,	en	los	destilados	con	uno	(01)	y	tres	(03)	platos	
se	identificaron	siete	y	seis	componentes	predominando	el	trans-Anetol	con	90,15	%	y	88,16	
%, respectivamente. En los tres destilados se tiene un tiempo de retención de 14,62 a 14,63 
min del compuesto mayoritario.

CONCLUSIONES

En general, los destilados obtenidos presentan compuestos carbonilos, insaturados y 
carbohidratos,	siendo	los	destilados	con	dos	(02)	y	tres	(03)	platos	los	que	presentan	el	mejor	
sabor	 y	 olor.	 Los	 análisis	 de	UV-VIS,	 CCF,	 CLAE	 y	CG/EM	 revelan	 que	 el	 compuesto	
mayoritario en los destilados es el trans-Anetol.	Según	los	resultados	de	los	análisis	realizados	
y los requerimientos del anisado (bebida alcohólica obtenida por aromatización de alcohol 
con variedades de anís) producido por la industria licorera donde se realizó el trabajo, se 
concluye	que	el	destilado	de	dos	(02)	platos	presenta	mejores	características	y	presencia	de	
componentes que lo hacen diferente y mejor que los demás para la formulación del producto 
final.
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CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA, BIOLÓGICA Y 
MOLECULAR DEL FACTOR DIFUSOR PRESENTE EN EL 

VENENO DE LA SERPIENTE Bothrops atrox “JERGÓN”

Julio Delgadilloa, Dan Vivasa, Edith Rodrígueza, Fanny Lazoa, E. F. Sánchezb y 
ArmandoYarlequéa*

RESUMEN

La hialuronidasa del veneno de Bothrops atrox	fue	purificada	y	caracterizada.	Se	estudió	el	
efecto de iones monovalentes y divalentes en su actividad catalítica, mostrando que el ion 
magnesio	(150	mM)	incrementa	la	actividad	en	40	%,	mientras	que	la	glicina	lo	inhibe	en	
un 44 %. La enzima carece de actividad tóxica cuando es administrada en ratones albinos 
en ensayos de toxicidad, pero incrementa la acción hemorrágica del veneno total sobre la 
piel	de	estos	animales.	El	antiveneno	botrópico	polivalente,	Perú)	 fue	capaz	de	reconocer	
componentes del veneno total de B. atrox,	 así	 como	 la	 enzima	purificada,	 en	 ensayos	 de	
inmunodifusión.	El	cDNA	que	codifica	para	esta	hialuronidasa	se	obtuvo	a	partir	de	mRNA	
extraído	del	veneno	fresco,	y	secuenciado.	El	análisis	de	 la	secuencia	de	cDNA,	de	2020	
pb,	muestra	 que	 contiene	 un	ORF	 de	 1350	 pb	 que	 codifica	 para	 una	 pre-enzima	 de	 449	
aminoácidos, cuyo procesamiento, posiblemente, resulta en una enzima madura de 429 
aminoácidos,		masa	molecular	50	kDa	y	pI	de	9,19,	indicando	su	naturaleza	básica,	y	con	4	
probables	sitios	de	N-glicosilación	(Asn103,	Asn111,	Asn153	y	Asn357).

Palabras clave: veneno, serpiente, factor difusor, hialuronidasa, Bothrops atrox.

SOME BIOCHEMICAL, BIOLOGICAL AND MOLECULAR 
CHARACTERISTICS OF THE DIFFUSION FACTOR FROM 

Bothrops atrox SNAKE VENOM

ABSTRACT

The hyaluronidase from Bothrops atrox	venom	was	purified	and	characterized.	The	effect	
of	monovalent	 and	 divalent	 ions	 on	 their	 catalytic	 activity	was	 studied,	 showing	 that	 the	
magnesium	ion	(150	mM)	increases	de	activity	in	40%,	while	glycine	inhibits	it	by	44	%.	The	
enzyme	lacks	toxic	activity,	when	administered	in	albino	mice	in	toxicity	tests,	but	increases	
the hemorrhagic action of the total venom on the skin of these animals. The polyvalent 
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b Centro	de	Investigación	y	Desenvolvimiento,	FUNED	-	Brasil
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botropic	antivenom,	was	able	 to	 recognize	components	of	 the	 total	venom	of	B. atrox, as 
well	as	the	purified	enzyme,	in	immunodiffusion	assays.	The	cDNA	coding	for	hyaluronidase	
from the venom of B. atrox	was	obtained	from	mRNA	extracted	of	 the	 fresh	venom,	and	
sequenced.	The	analysis	of	the	cDNA,	of	2020	bp,	shows	that	it	contains	an	ORF	of	1350	bp	
that	codes	for	a	pre-enzyme	of	449	amino	acids,	which	probably	is	processing	resulting	in	a	
mature	enzyme	of	429	amino	acids,	Molecular	Weight	of	50	kDa	and	pI	9.19,	indicating	its	
basic	nature,	and	with	4	probable	N-glycosylation	sites	(Asn103, Asn111, Asn153 and Asn357).

Key words: venom, snake, diffusion factor, hyaluronidase, Bothrops atrox.

INTRODUCCIÓN

El ácido hialurónico es un polisacárido multifuncional de alto peso molecular encontrado en 
todos	los	vertebrados;	especialmente	en	los	mamíferos,	se	encuentra	en	la	matriz	extracelular	
de tejido conectivo blando, la piel, cartílago y en el líquido sinovial1. Esta molécula participa 
en muchos procesos biológicos como la fecundación, reproducción, envejecimiento, 
comunicación celular, así como en la formación de tumores entre otros 2.

Ante este abundante sustrato, la evolución dio origen a las hialuronidasas (E.C. 3.2.1.35), 
enzimas que se encuentran presentes en muchos organismos de diversos grupos (bacterias, 
insectos, arácnidos, reptiles, mamíferos, entre otros) con un mayor énfasis en los grupos de 
animales venenosos. Estas enzimas hidrolizan el ácido hialurónico (hialuronato) en el enlace 
β	(1-4)	formado	entre	N-acetilglucosamina	y	el	ácido	glucurónico3.

Las hialuronidasas son ubicuas en los venenos de serpientes, per se estas enzimas no son 
toxicas, pero participan en la difusión de los componentes tóxicos del veneno (metaloproteasas, 
serinoproteasas, fosfolipasas, entre otros) a razón de ello han recibido la denominación de 
“factores	 difusores”.	 Pese	 a	 este	 rol	 primordial	 en	 el	 proceso	de	 envenenamiento,	 aún	 se	
mantiene un limitado conocimiento sobre estas enzimas, principalmente por su inestabilidad, 
rápida degradación y bajo contenido en el veneno. Sin embargo, existen reportes de 
hialuronidasas aisladas del veneno de algunas especies ofídicas como: Agkistrodon contortrix 
contortrix4, Agkistrodon acutus5, Naja naja6 y Crotalus durissus terrrificus7.

En	el	Perú,	esta	enzima	ha	sido	purificada	sucesivamente	de	los	venenos	de	Lachesis muta8, 
Bothrops atrox7 y Bothrops brazili9 en los cuales se ha reportado interesantes singularidades, 
principalmente en la hialuronidasa de B. atrox, especie responsable de la mayoría de casos 
de	ofidismo	del	país.	En	el	2013,	Gonzáles	et al.7,	reportaron	una	enzima	de	110	kDa,	una	
masa atípica para las hialuronidasas eucariotas, asimismo una estabilidad enzimática hasta 
las	100	horas	y	un	pH	óptimo	de	5,0.	No	obstante,	algunas	características	importantes	como	
su dependencia a iones y su efecto difusor en modelos biológicos, no se han descrito.  
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El presente trabajo busca incrementar el conocimiento acerca de las características 
bioquímicas y biológicas de la hialuronidasa y sentar los primeros estudios moleculares de 
esta enzima, que permitan dar respuesta a las características singulares antes mencionadas, 
con miras a explorar el modo de neutralizarla durante el envenenamiento.

PARTE EXPERIMENTAL

Material biológico
Veneno.- Se utilizó el veneno extraído de ejemplares adultos de Bothrops atrox procedentes 
de	 Pucallpa-Ucayali,	 y	 mantenidos	 en	 el	 serpentario	 “Oswaldo	Meneses”	 del	 Museo	 de	
Historia	Natural	de	la	Universidad	Nacional	Mayor	de	San	Marcos.

Antivenenos.- Para el ensayo de inmunodifusión se empleó el suero anti-botrópico polivalente 
comercial	del	Instituto	Nacional	de	Salud	(INS)	Lima-Perú.

Animales de experimentación.- Se	 emplearon	 ratones	 albinos	 Balb-c	 machos	 (18-22g)	
procedentes	 del	 bioterio	 del	 INS-Perú.	 El	 cuidado	 animal	 fue	 hecho	 de	 acuerdo	 con	 las	
recomendaciones éticas de la Biomedical Research Involving Animals of the Council of 
International	Organizations	of	Medial	Sciences	(COIMS).

Enzima purificada
La	hialuronidasa	del	presente	estudio	se	obtuvo	según	el	método	desarrollado	por	González	
et al.7,	que	emplearon	dos	pasos	cromatográficos,	uno	de	intercambio	aniónico	sobre	DEAE	
Sephadex	A-50	seguido	de	una	columna	de	filtración	molecular	en	Sephadex	G-50.

Cuantificación de proteína
El	contenido	proteico	del	veneno	y	 la	enzima	purificada	fueron	cuantificados	midiendo	la	
absorbancia	de	luz	UV	a	280	nm	en	un	espectrofotómetro	Shimadzu	UV	120.	Además,	se	
empleó	el	método	de	Lowry,	utilizando	el	reactivo	de	Folin	Ciocalteu	1:6	en	medio	alcalino	
en	presencia	de	albúmina	sérica	bovina	como	proteína	estándar,	midiéndose	la	absorbancia	
a	660	nm.

Actividad enzimática
Fue llevada a cabo por el método turbidimétrico de Di-Ferrante10. La mezcla de reacción 
contenía	0,2	mL	de	 ácido	hialurónico	 (0,5	mg/mL),	 0,25mL	de	buffer	 acetato	de	 amonio	
0,05M	a	pH	5,0	con	NaCl	0,15	M	y	se	adicionó	0,05	mL	del	veneno	(1	mg/mL)	o	enzima	
purificada	(0,1	mg/mL).	Luego	se	incubó	a	37°C	por	15	minutos,	deteniéndose	la	reacción	
con	2mL	de	bromuro	cetil	trimetil	amonio	(BCTA)	al	2,5	%	en	NaOH	2	%.	Finalmente,	se	
midió	la	turbidez	a	400	nm.	La	actividad	específica	fue	expresada	en	unidades	Di-Ferrante	
(UDF)	la	cual	se	define	como	la	cantidad	de	proteína	requerida	para	reducir	la	turbidez	inicial	
del	sustrato	en	un	50	%.
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Efecto de iones sobre la actividad enzimática
Se	prepararon	baterías	de	reacción	conteniendo:	KBr,	KCl,	NaCl,	CaCl2	y	MgCl2 en el rango 
de	0,05	a	0,3	M.	Se	preincubaron	alícuotas	de	la	enzima	con	los	respectivos	iones	por	10	
minutos	a	37	°C	y	luego	se	midió	la	actividad	enzimática	según	el	método	antes	descrito.

Efecto de algunos aminoácidos sobre la actividad enzimática
En estas pruebas se utilizaron ácido glutámico, glicina y el tripéptido glutatión preparados a 
concentraciones	de	3,	6	y	12	mM.	Las	alícuotas	de	la	enzima	con	el	respectivo	compuesto	se	
preincubaron	a	37°C	por	10	minutos	y	luego	se	midió	la	actividad	enzimática.

Determinación de la toxicidad
Se trabajó con cinco grupos de ratones albinos, a los cuales se les inoculó intraperitonealmente 
0,1	mL	 de	 hialuronidasa	 (5-20µg).	 El	 control	 positivo	 se	 realizó	 con	 0,1	mL	 de	 veneno	
crudo	(1	mg/mL)	y	el	control	negativo	con	0,1	mL	de	solución	salina.	Luego	se	monitoreó	
la	mortalidad	o	reacciones	adversas	en	los	ratones	en	un	lapso	de	48	horas.	Después	de	este	
tiempo,	los	ratones	fueron	sacrificados	y	sometidos	a	disección	para	observar	daños	cutáneos	
y/o viscerales.

Evaluación del efecto difusor 
Fue realizado por medio de la actividad hemorrágica, de acuerdo con Isla et al.11. Se prepararon 
5	muestras	que	fueron	inoculadas	vía	intradérmica	en	ratones.	La	muestra	1	contenía	1,4	µg	
de	veneno	completo,	equivalente	a	1	dosis	hemorrágica	mínima	(1	DHM),	Segura	et. al.11 La 
muestra	2	contenía	1,4	µg	de	veneno	completo	previamente	inactivado	por	calor	a	60	°C,	la	
muestra	3	contenía	1,4	µg	de	la	enzima	purificada,	la	muestra	4	contenía	la	mezcla	de	1,4	µg	
de	veneno	y	enzima,	respectivamente;	finalmente,	la	muestra	5	contenía	veneno	inactivado	
por	calor	más	la	enzima	(1,4	µg	c/u).	Luego	de	dos	horas	de	la	 inoculación,	 los	animales	
fueron	sacrificados	y	se	les	retiró	la	piel	de	la	zona	abdominal	para	observar	el	lado	interno	y	
calcular el diámetro y el área hemorrágica.

Reconocimiento por el suero anti-botrópico
Adicional al reporte de neutralización previo7, 12, se evaluó el grado de reconocimiento 
de la enzima por parte del suero anti-botrópico polivalente-INS, siguiendo el método de 
Ouchterlony y Nilsson.  El veneno crudo y la enzima se analizaron por inmunodifusión 
contra el antiveneno. El revelado fue realizado con el colorante azul brillante de Coomasie al 
0,1	%	y	una	solución	decolorante	para	poder	evidenciar	las	líneas	de	precipitación.

Estudios moleculares 
El objetivo de este acápite fue el de obtener la secuencia de aminoácidos de la enzima a 
partir	de	la	secuencia	de	nucleótidos	codificantes,	y	determinar	 in silico las características 
bioquímicas de la proteína en estudio.

Aislamiento de RNA y su conversión en cDNA
Se realizó de acuerdo con el método descrito por Vivas et al.13,	con	el	objetivo	de	no	sacrificar	
a los animales. Las muestras de veneno fresco, obtenidas por presión manual, sobre las 
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glándulas de ejemplares de Bothrops atrox, fueron recibidas en viales de 1,5 mL conteniendo 
RNA	later	con	el	fin	de	mantener	integro	la	calidad	de	RNA	total.	Posteriormente,	el	RNA	
fue	purificado	empleando	el	kit	de	aislamiento	High	Pure	(Roche)	seguido	de	su	conversión	
a	cDNA	con	el	kit	Transcriptor	First	Strand	cDNA	Synthesis	(NOVAGEN);	para	ambos	casos	
se procedió de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes.

Diseño de cebadores
La literatura determina que el tamaño del cDNA de las hialuronidasas oscila entre los 
1500	y	2500	pares	de	bases	(pb).	Por	esta	razón,	se	realizó	un	alineamiento	múltiple	de	las	
hialuronidasas de Protobothrops mucrosquamatus	(GenBank:	XM_015822281.1),	Ovophis 
okinavensis (GenBank:	AB851978.1),	Protobothrops flavoviridis	(Gen	Bank:	AB851937.1)	
y Bothrops neuwiedi pauloensis	(GenBank:	FJ654998.1),	a	partir	del	cual	fueron	diseñados	
manualmente	 5	 pares	 de	 cebadores	 (HD1-	 HDr10)	 y	 sintetizados	 por	 la	 casa	 comercial	
Invitrogen®.

Obtención del cDNA de la hialuronidasa
Para	amplificación	de	la	secuencia	del	gen	se	empleó	el	siguiente	protocolo	de	amplificación:	
un	ciclo	de	denaturación	inicial	95°C	por	5	min	seguido	por	32	ciclos	de	desnaturalización	
a	94°C	durante	30	segundos;	hibridación	a	56-	60°C	por	30	segundos	y	una	polimerización	
a	 72°C	 por	 80	 segundos;	 finalmente,	 se	 incubó	 a	 72°C	 por	 7	 minutos.	 Los	 productos	
amplificados	 fueron	 visualizados	 por	 electroforesis	 de	 agarosa	 al	 1	 %	 preteñido	 con	 el	
intercalante	RedGel.	El	secuenciamiento	de	los	productos	amplificados	fue	realizado	en	un	
secuenciador	 automatizado	ABI	3730	XL	 realizado	por	 la	 casa	 comercial	Macrogen,	 Inc,	
Corea del Sur).

Análisis in silico.
La	 secuencia	 nucleotídica	 resultante	 fue	 sometida	 al	 análisis	 de	 identificación	 empleando	
el	 servidor	 en	 línea	 BLASTn	 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).	 El	 análisis	
de los marcos de lectura abierta (ORFs) y la traducción de la secuencia nucleotídica fue 
obtenida	 mediante	 los	 programas	 ORF	 finder	 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.
html)	y	Translate	Tool	 (http://ca.expasy.org).	La	preferencia	de	codón	 (Codon	Usage)	 fue	
realizado	mediante	el	programa	online	SMS	(http://www.bioinformatics.	org/sms2/codon_
usage.html). La proteína deducida fue analizada tanto en identidad como en semejanza con 
otras secuencias de hialuronidasas con el programa en línea BLASTp. La predicción de 
las propiedades bioquímicas de la proteína deducida fue realizada mediante el programa 
Protparam (http://ca.expasy.org/tools/protparam.html), la determinación del péptido señal 
mediante	 el	 programa	 Signal	 P	 (http://www.cbs.dtu.dk/	 services/SignalP/)	 y	 los	 sitios	
potenciales	 de	 glicosilación	 fueron	 predichos	 con	 el	 software	NetNGlyc	 (http://www.cbs.
dtu. dk/services/NetNGlyc/).
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Existen	numerosos	 estudios	que	demuestran	 la	 influencia	de	 los	 cationes	divalentes	 en	 la	
actividad de las enzimas de origen ofídico. Algunos de ellos han mostrado que los aniones 
monovalentes Cl- y Br-	elevan	la	actividad	de	la	enzima	purificada	como	en	el	caso	del	veneno	
de L. muta8.	En	nuestro	caso	se	verificó	que	el	ion	Mg+2 un típico activador enzimático en las 
ponzoñas de serpientes tiene acción sobre hialuronidasa de B. atrox, en este caso también se 
observó semejanza con B. brazili9	ya	que	el	Mg+2 también incrementaba su actividad. Aun 
cuando en este estudio no se hizo el análisis de iones divalentes asociados a la estructura 
enzimática,	no	existe	ningún	 reporte	hasta	 la	 fecha	sobre	 la	presencia	del	 ion	Mg+2 como 
cofactor de la hialuronidasa.

Por	otra	parte,	en	varias	enzimas	ofídicas,	se	ha	demostrado	la	influencia	de	los	L-aminoácidos	
en	el	incremento	o	reducción	de	la	actividad	específica.	La	glicina	tuvo	efecto	inhibidor	al	
reducir	la	actividad	en	39	y	44	%	a	las	concentraciones	de	6	mM	y	12	mM,	respectivamente.	
Por otro lado, el ácido glutámico, así como el glutatión mostraron valores de inhibición 
menores	al	20	%	(tabla	2).	Para	el	caso	de	la	glicina,	este	aminoácido	puede	estar	trabando	
el acceso del sustrato al sitio activo u obstruyendo a los residuos involucrados. De hecho, 
la	glicina	que	es	un	zwitterion	(pI	=	5,97)	tiene	la	capacidad	de	interactuar	con	la	proteína	a	
través de sus grupos cargados negativa y positivamente, y debido a su tamaño pequeño no es 
impedido	estéricamente	de	unión	débil	a	múltiples	partes	de	la	proteína15.

péptido señal mediante el programa Signal P (http://www.cbs.dtu.dk/ services/SignalP/) y 

los sitios potenciales de glicosilación fueron predichos con el software NetNGlyc 

(http://www.cbs.dtu. dk/services/NetNGlyc/). 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Efecto de iones y aminoácidos sobre la hialuronidasa de B. atrox. 

Los ensayos con iones Na+, K+, Br-, Cl-, Ca+2 y Mg+2 señalaron un grado distinto de 

inhibición o activación según la concentración utilizada. Los resultados obtenidos al 

preincubar la enzima con los iones a concentraciones finales (50 - 300 mM), establecen que 

el ion Mg +2 (150 mM) incrementa la actividad enzimática en 40 % mientras que, el Ca+2 

(150 mM) y el K+ (300 mM) incrementaron la actividad en 7 % y 10 %, respectivamente 

(tabla 1). 

 

Tabla 1. Acción de los iones sobre la actividad enzimática 

 

 
% Actividad enzimática (UDF/mg)      (Enzima purificada =100 %) 

Agentes 50 mM 100 mM 150 mM 300 mM 

MgCl2 90 115 140 105 

KBr 80 90 95 110 

CaCl2 70 88 107 86 
NaCl 78 94 99 84 

KCl 65 83 93 78 
 

 

Existen numerosos estudios que demuestran la influencia de los cationes divalentes en la 

actividad de las enzimas de origen ofídico. Algunos de ellos han mostrado que los aniones 

monovalentes Cl- y Br- elevan la actividad de la enzima purificada como en el caso del 

veneno de L. muta8. En nuestro caso se verificó que el ion Mg+2 un típico activador 

enzimático en las ponzoñas de serpientes tiene acción sobre hialuronidasa de B. atrox, en 

Tabla 1. Acción de los iones sobre la actividad enzimática.
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Efecto de iones y aminoácidos sobre la hialuronidasa de B. atrox.
Los ensayos con iones Na+,	K+, Br-, Cl-, Ca+2	y	Mg+2 señalaron un grado distinto de inhibición 
o	 activación	 según	 la	 concentración	 utilizada.	 Los	 resultados	 obtenidos	 al	 preincubar	 la	
enzima	con	los	iones	a	concentraciones	finales	(50	-	300	mM),	establecen	que	el	ion	Mg	+2 
(150	mM)	incrementa	la	actividad	enzimática	en	40	%	mientras	que,	el	Ca+2	(150	mM)	y	el	
K+	(300	mM)	incrementaron	la	actividad	en	7	%	y	10	%,	respectivamente	(tabla	1).
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este caso también se observó semejanza con B. brazili9 ya que el Mg+2 también 

incrementaba su actividad. Aun cuando en este estudio no se hizo el análisis de iones 

divalentes asociados a la estructura enzimática, no existe ningún reporte hasta la fecha 

sobre la presencia del ion Mg+2 como cofactor de la hialuronidasa. 

 

Por otra parte, en varias enzimas ofídicas, se ha demostrado la influencia de los L-

aminoácidos en el incremento o reducción de la actividad específica. La glicina tuvo efecto 

inhibidor al reducir la actividad en 39 y 44 % a las concentraciones de 6 mM y 12 mM, 

respectivamente. Por otro lado, el ácido glutámico, así como el glutatión mostraron valores 

de inhibición menores al 20 % (tabla 2). Para el caso de la glicina, este aminoácido puede 

estar trabando el acceso del sustrato al sitio activo u obstruyendo a los residuos 

involucrados. De hecho, la glicina que es un zwitterion (pI = 5,97) tiene la capacidad de 

interactuar con la proteína a través de sus grupos cargados negativa y positivamente, y 

debido a su tamaño pequeño no es impedido estéricamente de unión débil a múltiples partes 

de la proteína15. 

 

Tabla 2. Efecto de aminoácidos sobre la actividad de la hialuronidasa 

  % de Inhibición de la Actividad Enzimática  

Concentraciones 

Aminoácidos 

Glicina Glutatión Ac. Glutámico  

3 mM 33 19.5 9 

6 mM 39 18.5 17 

12 mM 44 17.7 19 
 

 

Análisis de la toxicidad, capacidad difusora y reactividad antigénica de la enzima 

La enzima no produjo daño alguno al ser inyectado intraperitonealmente; con ello se 

demuestra que carece de toxicidad, lo cual también ha sido reportado para las 

hialuronidasas de Agkistrodon contortrix contortrix4, Agkistrodon acutus acutus5, Lachesis 

muta8 y B. brazili 9 entre otros venenos.  

Tabla 2. Efecto de aminoácidos sobre la actividad de la hialuronidasa.

Análisis de la toxicidad, capacidad difusora y reactividad antigénica de la enzima
La	enzima	no	produjo	daño	alguno	al	ser	inyectado	intraperitonealmente;	con	ello	se	demuestra	
que carece de toxicidad, lo cual también ha sido reportado para las hialuronidasas de Agkistrodon 
contortrix contortrix4, Agkistrodon acutus acutus5, Lachesis muta8 y B. brazili 9 entre otros 
venenos. 

Para comprobar la acción difusora de la hialuronidasa se usó como parámetro la actividad 
hemorrágica que posee el veneno de B. atrox	(Foto	1).	De	acuerdo	con	ello,	1,4	µg	de	veneno	
produce	un	área	hemorrágica	de	10	mm11.	Cuando	el	veneno	fue	calentado	a	60	°C	el	área	
hemorrágica	se	redujo	a	2,5	mm	en	comparación	al	control	positivo.	La	enzima	purificada	
no produjo ninguna área hemorrágica, no obstante, amplió el área hemorrágica del veneno 
crudo	a	12,8	mm.	Por	último,	el	veneno	calentado	mezclado	con	la	enzima	activa	originó	
una área hemorrágica de 3,7 mm. Estos resultados muestran concordancia con la prueba de 
difusión mediante hemolisis en placas8 ya que, en ambas, se monitoreo el efecto difusor de 
la hialuronidasa. 

Adicionalmente, la prueba de inmunodifusión permitió establecer la antigenicidad de la 
enzima cuya reactividad se evidencia frente al antiveneno botrópico polivalente ya que se 
forma	una	línea	de	precipitina	bien	definida;	el	veneno	crudo,	enfrentado	al	mismo	antiveneno	
produjo al menos 5 líneas de precipitación. Esta misma reactividad se ha visto en los estudios 
de esta enzima en L. muta8 y B. brazili9.

Foto 1. Efecto	difusor	de	la	enzima	purificada.	Se	evaluó	por	el	incremento	del	área	hemorrágica,	
causada	por	el	veneno	total	en	comparación	con	el	área	obtenida	al	adicionar	la	enzima	purificada.	
Hemorragia	producida	por	el	veneno	total	b)	ausencia	de	hemorragia	al	inocular	la	enzima	purificada	

c)	hemorragia	producida	por	el	veneno	total	más	la	enzima	purificada.

b) c)a)
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Amplificación y secuenciamiento de la secuencia nucleotídica 
A	partir	de	400	µL	de	veneno	fresco	obtenido	por	presión	manual	a	un	ejemplar	de	Bothrops 
atrox	se	obtuvo	40	µL	de	RNA	total,	con	ello	se	procedió	a	su	conversión	en	cDNA	el	cual	
fue	utilizado	para	amplificar	el	gen	de	interés.

Los	cebadores	diseñados,	en	dirección	5’→	3’,	fueron:	HD1:	ctcccgcggatgttactcgtgg,	HD2:	
atttggaaggtcgttcttctca,	 HD3:	 ataaatcaaaatcggatattga,	 HDr4:	 ccagttttcccagtcaatgact,	 HD5:	
tgaaaccatattgaggtcaagt,	 HD6:	 attgggacgttatatcgttaat,	 HDr7:	 cacatcttccacgtttcttgca,	 HDr8:	
ccagttttccttttacaatcac,	HDr10:	 ttccttaatttttaattacagc.	El	posicionamiento	de	estos	cebadores	
dentro	 de	 la	 secuencia	 consenso	 se	 muestran	 en	 la	 figura	 1.	 Los	 amplicones	 obtenidos	
fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % y preparados para su 
secuenciamiento.

El	 ensamblaje	 de	 los	 segmentos	 obtenidos	 permitió	 la	 identificación	 de	 una	 secuencia	
constituida	por	2020	pares	de	bases,		la	cual	fue	depositada	en	la	base	de	datos	del	GenBank	
del	 NCBI	 con	 código	 de	 acceso	 KY499627,	 el	 análisis	 por	 BLASTn,	 evidenció	 una	
notoria homología con otras secuencias pertenecientes a hialuronidasas de origen ofídico 
depositadas en la base de datos, siendo la más homóloga la hialuronidasa de Protobothrops 
mucrosquamatus	(GenBank:	XM_015822281)	con	una	identidad	del	95	%	y	una	longitud	de	
cobertura	del	98	%.		

Obtención de la secuencia aminoacídica
El	análisis	con	el	Programa	ORF	finder	dio	un	marco	de	lectura	+1,	con	búsqueda	limitada	al	
codón de iniciación ATG, para una secuencia proteica de 449 aminoácidos, corroborado con 
el	programa	Translate	Tool.	La	proteína	deducida	(figura	2)	se	enmarca	a	partir	del	nucleótido	
178	hasta	el	nucleótido	1350	con	el	codón	stop	TAA	determinándose	una	región	nucleotídica	
no	traducida	5’	(UTR	5’)	de	177	pb	y	una	UTR	3’	de	669	pb.

El	programa	Signal	P	predijo	un	péptido	señal	de	20	aminoácidos	en	la	posición	N-terminal	
(figura	 2),	 los	 429	 aminoácidos	 restantes,	 conforman	 la	 proteína	 madura	 que	 al	 ser	
analizada con el programa BLASTp determina homología con otras hialuronidasas, siendo 

Figura 1. Segmentos de la secuencia consenso para la obtención del gen de la 
hialuronidasa de B. atrox.
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Figura 2. Secuencia nucleotídica y secuencia de aminoácidos inferida de la hialuronidasa de B. atrox. 
Los	numerales	a	la	derecha	e	izquierda	de	la	figura	se	refieren	las	secuencias	de	nucleótidos	y	de	

aminoácido, respectivamente. El residuo catalítico conservado (E135) los residuos posicionales (D133, 
Y206, Y253, W328)	de	las	hialuronidasas	de	los	vertebrados	son	identificados	en	cuadros	y	subrayados,	
respectivamente. La terminación del ORF por el codón TAA es indicado por un guion. Los cuatro 

principales motivos de N-glicosilación están sombreados (N103 N111 N153 N357).

la hialuronidasa de Bothrops moojeni	 (ATU85542)	 la	de	mayor	 identidad	(98	%)	con	una	
longitud	de	cobertura	del	100	%.	La	secuencia	proteica	de	Bothrops atrox, producida en el 
presente	estudio,	 fue	denominada	como	Ba-Hyal	y	 también	se	encuentra	depositada	en	 la	
base	de	datos	con	el	código	de	acceso	AUF71538.

Por otro lado, el análisis de la secuencia primaria con el programa ProtParam deduce una 
masa	molecular	de	50.10	kDa	con	un	pI.	teórico	de	9.19	estableciéndose	la	naturaleza	básica	
de	esta	enzima.	Se	obtuvo	un	total	de	6994	átomos.	El	coeficiente	de	extensión	molecular	fue	
de	88405		M-1 cm-1 y un índice alifático de 76.15.

La composición de los aminoácidos de la proteína madura mostró que el aminoácido más 
abundante	fue	la	leucina	(37	residuos,	8,6	%)	en	tanto	que	la	cisteína	y	el	triptófano	fueron	
los	menos	abundantes	(ambos	con	10	residuos,	2,3	%).	

Asimismo,	mediante	el	programa	NetGlyc	fueron	identificados	6	motivos	de	N-glicosilación	
(Asn-X-Ser/Thr). No obstante, sólo cuatro de los residuos en las posiciones Asn103, Asn111, 
Asn153 y Asn357 resultaron con un mayor score.
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El	estudio	realizado	por	Harrison	et al.16, basado en secuencias de cDNA de la glándula del 
veneno de Echis ocellatus, constituye la primera secuencia completa de una hialuronidasa 
del veneno de serpiente. La enzima de esta serpiente tiene cinco sitios de N-glicosilación 
conservados, tres de los cuales parecían tener alto potencial de glicosilación, esta enzima 
tiene una alta homología del 95 % con las hialuronidasas de los venenos de Echis pyramidum 
leakeyi, Bitis arietans y Cerastes cerastes cerastes. Cada uno de ellos ha conservado los 
residuos	de	la	región	catalítica	(Glu135),	las	regiones	posicionales	(Asp133,	Tyr206,	Tyr253	
y	Trp328)	y	los	scaffold	de	cisteínas	(Cys340,	Cys211,	Cys227,	Cys365,	Cys370,	Cys376	y	
Cys429). En nuestro caso la hialuronidasa de B. atrox también tiene como región catalítica 
(Glu135) y las mismas regiones posicionales observándose una alta homología a nivel 
molecular con las enzimas mencionadas.

La comparación de los datos moleculares presentados en este estudio, con respecto a los 
datos bioquímicos reportados por González et al.7,	determinan	una	significativa	diferencia	en	
el	peso	molecular,	50	kDa	vs	110	kDa.	Esta	diferencia	podría	ser	explicada	por	la	presencia	
de glicosilaciones, ya que las hialuronidasas presentan grados de glicosilación que oscilan 
entre	 el	 10	 -	 30	%	y	 se	 ha	 demostrado	 la	 presencia	 de	motivos	 de	N-glicosilación	 en	 la	
secuencia	de	esta	proteína;	los	estudios	de	deglicosilación	nos	darán	información	sobre	los	
impactos de glicosilación en la masa molecular de la enzima. También se puede hipotetizar 
dos razones fundamentales para estas diferencias en peso molecular: la primera es que puede 
tratarse de una isoforma dimérica per se, pero los datos de González et al.7, indican que el 
2β	mercaptoetanol	no	tiene	efecto	significativo	sobre	la	actividad,	no	obstante,	estudios	con	
agentes reductores más fuertes como el DTT pueden dar más luces al respecto. La segunda 
opción	sería	una	dimerización	en	solución,	a	un	pH	ácido	los	residuos	de	metionina	y	cisteína	
(con radical expuesto) tienden a oxidarse y promover la dimerización, por lo que el análisis 
de espectrometría de masas podría explicar este comportamiento.

Las expectativas que han abierto los estudios moleculares son muchas, especialmente en el 
entendimiento de la estructura y los mecanismos de acción de la enzima hialuronidasa de 
Bothrops atrox en el proceso de envenenamiento para de esta forma, poder diseñar una mejor 
estrategia de neutralización de los componentes tóxicos de dicha ponzoña. 

CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo corroboran la presencia de la enzima hialuronidasa de la 
serpiente peruana Bothrops atrox y su rol difusor de los componentes tóxicos del veneno.  
Los análisis moleculares in silico	 determinan	 un	 peso	 de	 50	 kDa	 con	 un	 pI	 9.19,	 lo	 que	
indica	 la	 presencia	 de	 modificaciones	 postraduccionales	 como	 las	 glicosilaciones	 o	 una	
posible versión dimérica de la proteína. Este singular hecho abre nuevas expectativas para 
el estudio de esta enzima. Asimismo, la enzima es activada por el ion magnesio e inhibida 
por	el	aminoácido	glicina	y	es	reconocida	por	el	suero	antibotrópico	polivalente	(INS-Perú).	
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EFICIENCIA DE LA RESINA LEWATIT MONOPLUS M 600 EN 
LA REMOCIÓN DE NITRATOS EN AGUAS PARA CONSUMO 

HUMANO

Tania E. Guerrero Vejaranoa*, Óscar G. Anaya Fernándezb

RESUMEN

En varias partes del mundo las fuentes de agua son contaminadas por nitratos, principalmente 
por actividades antropogénicas, siendo una potencial amenaza para la salud, la presente 
investigación	 tuvo	 como	 objetivo	 determinar	 la	 eficiencia	 de	 la	 resina	 convencional	 de	
intercambio	 iónico	LEWATIT	MonoPlus	M	600	 (aniónica	de	base	 fuerte)	en	 la	 remoción	
de	nitratos,	se	utilizó	el	método	de	espectroscopia	Uv-Vis	para	la	cuantificación	de	nitratos,	
asimismo	se	construyó	las	columnas	de	intercambio	iónico	con	diámetro	de	1”,	0,05	L	de	
volumen	de	resina	y	una	altura	de	columna	de	40	cm,	donde	se	evaluó	la	eficiencia	de	las	
columnas de intercambio iónico, se manejó dos variables, el tiempo de operación y diferentes 
concentraciones	de	nitratos.	Se	determinó	que	la	mayor	eficiencia	de	la	resina	fue	de	99,55	
%, a una concentración de 6,45 meq de NO3-(400	ppm)	en	un	tiempo	de	30	min.	La	eficiencia	
más	baja	de	18,61	%	se	encontró	para	la	concentración	de	16,13	meq	de	NO3-(1000	ppm)	en	
120	min	de	operación	de	la	columna.	En	el	análisis	de	las	aguas	de	Tingo	María	se	determinó	
que	el	Pozo	5	de	Villa	Potokar	fue	el	único	que	supera	los	límites	máximos	permisibles	tal	
como	lo	indican	los	estándares	de	calidad	ambiental	nacional	de	agua	(10	ppm	de	NO3 de N 
total o 45 ppm de NO3) con una concentración de 52,76 ppm, por lo tanto, no es apta para 
consumo humano sin previo tratamiento.

Palabras clave: Nitratos,	resinas	de	intercambio	iónico,	eficiencia

EFFICIENCY OF THE LEWATIT MONOPLUS M 600 RESIN 
IN THE REMOVAL OF WATER NITRATES FOR HUMAN 

CONSUMPTION 

ABSTRACT

In	 several	 parts	 of	 the	 world	 the	 water	 sources	 are	 contaminated	 by	 nitrates,	 mainly	 by	
anthropogenic activities, being a potential threat to health, the present investigation had 
as	objective	to	determine	the	efficiency	of	the	conventional	ion	exchange	resin	LEWATIT	
MonoPlus	M	600	(anionic	strong	base)	in	nitrate	removal,	the	Uv-Vis	spectroscopy	method	
was	 used	 for	 the	 quantification	 of	 nitrates,	 as	 well	 as	 the	 ion	 exchange	 columns	 with	 a	
diameter	of	1",	0.05	L	of	resin	volume	and	a	height	of	40	cm	column,	where	the	efficiency	

a	 Universidad	Nacional	Agraria	de	la	Selva	-Carretera	Centra	km	1.21	Tingo	María.	Cp	10131	Perú.	
taniaguerrero@unas.edu.pe
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of	the	ion	exchange	columns	was	evaluated,	two	variables	were	managed,	the	operation	time	
and	different	concentrations	of	nitrates.	It	was	determined	that	the	highest	efficiency	of	the	
resin	was	99.55	%,	at	a	concentration	of	6.45	meq	of	NO3-	(400	ppm)	in	a	time	of	30	min.	
The	 lowest	efficiency	of	18.61	%	was	found	for	 the	concentration	of	16.13	meq	of	NO3-	
(1000	ppm)	in	120	min	of	column	operation.	In	the	analysis	of	the	waters	of	Tingo	María	
it	was	determined	that	Well	5	of	Villa	Potokar	was	the	only	one	that	exceeds	the	maximum	
permissible	 limits	 as	 indicated	by	 the	 national	 environmental	water	 quality	 standards	 (10	
ppm of NO3 of total N or 45 ppm of NO3)	with	a	concentration	of	52.76	ppm,	therefore	it	is	
not	suitable	for	human	consumption	without	previous	treatment

Key words:	Nitrates,	ion	exchange	resins,	efficiency

INTRODUCCIÓN

Generalmente,	las	fuentes	de	aguas	subterráneas	y	superficiales	son	contaminadas,	en	algunos	
lugares	el	agua	subterránea	sirve	como	la	única	fuente	de	agua	potable	en	las	comunidades	
rurales y las zonas urbanas. Las actividades antropogénicas como la agricultura, la explosión 
demográfica	y	la	industria	generan	contaminantes	tóxicos	tales	como	aniones	inorgánicos,	
iones metálicos, productos químicos orgánicos sintéticos, residuos orgánicos, etc., que cada 
año se incrementa sustancialmente que afecta directamente a la calidad de las fuentes de agua. 
Muchos	aniones	inorgánicos	son	tóxicos	y	nocivos	para	los	seres	humanos,	principalmente	
los que no se perciben a simple vista en el agua potable debido a la gran solubilidad que 
pueden tener en el agua, esto aumenta los posibles riesgos para la salud1. Dentro de lo aniones 
inorgánicos peligroso para los seres vivos están los nitratos (NO3-). El aumento de los niveles 
de NO3- se asocia especialmente al uso intensivo de fertilizantes en la agricultura, lo que ha 
llevado	a	una	mayor	contaminación	de	 las	fuentes	de	agua	subterránea	y	superficial2. Los 
nitratos no se unen fácilmente al suelo, por lo que se lixivian fácilmente, la contaminación del 
agua ocurre por escorrentía agrícola y urbana, eliminación de aguas residuales no tratadas, 
desperdicios industriales, fugas de pozos sépticos, lixiviados de vertederos, estiércol animal, 
desechos de extracción de aire NOx de los dispositivos de control de la contaminación del 
aire3. Estos aniones son una gran amenaza para la salud de animales y seres humanos. En 
seres humanos causa dos efectos para la salud: inducción del "síndrome del bebé azul" 
(metahemoglobinemia), especialmente en lactantes y formación potencial de nitrosaminas 
cancerígenas4. Los nitratos, debido a su alta solubilidad en agua5, un contaminante difícil de 
eliminarlo en las fuentes de agua en el mundo, en algunos lugares la fuentes de agua tienen 
capacidad natural de eliminarlos como algunas cuencas donde hay una interface agua dulce 
y salada, las reacciones de oxidación y reducción pueden atenuar estos contaminantes6, pero 
por lo general es una preocupación mundial, existen varios reportes de investigaciones para 
eliminar aniones inorgánicos como los NO3-, dentro de ellos tenemos el carbón activado que 
muestra poca adsorción hacia los aniones inorgánicos como los NO3-

7, las arcillas capturan 
cationes y aniones ya sea a través de iones de intercambio, adsorción o ambos sobre todo 
tienen acción cuando son tratadas con surfactantes8, así como también los hidróxidos dobles 
en	capas	(LDH),	remueven	materiales	inorgánicos	con	propiedades	deseables	para	eliminar	
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los contaminantes aniónicos del agua como los NO3-,	con	una	eliminación	era	de	85,5	%
9, la 

zeolita cubierta con una capa de quitosano protonada con ácido fue probada satisfactoriamente 
para eliminar NO3-

10. El uso de materiales de desecho agrícola ha sido estudiado para la 
eliminación de NO3- a partir de soluciones acuosas11y las resinas de intercambio iónico Purolite 
A	520	son	muy	eficientes	en	 la	 remoción	de	nitratos10. Generalmente, hay varios tipos de 
resinas de intercambio iónico que se ofertan en el mercado, sin embargo, no todas presentan 
la	misma	eficiencia,	dicha	información	es	importante	para	la	elegir	la	resina	adecuada,	ya	que	
son procesos costosos, en este trabajo se presentan los resultados de la resina convencional 
aniónica de base fuerte con resultados prometedores a un costo mucho más bajo en donde el 
objetivo	principal	fue	determinar	la	eficiencia	de	la	resina	antes	mencionada.

PARTE EXPERIMENTAL

1.1 Lugar de ejecución: Se	realizó	en	la	Universidad	Nacional	Agraria	de	la	Selva,	Facultad	
de Recursos Naturales Renovables, Laboratorio de Fitoquímica y Tratamiento de Aguas 
Residuales.

1.2 Equipos:	 Bomba	 peristáltica,	 espectrofotómetro	 AQUAMATE	 ORION	 8000	 UV–
visible, cronómetro. Materiales: material	 de	 uso	 común	 de	 laboratorio,	 tubería	 de	 PVC	
categoría	10	de	1’’,	tapas	rosca	para	tubería	de	PVC,	mangueras,	recipiente	de	plástico	de	
16	 litros.	Reactivos:	Resina	de	 intercambio	 iónico	LEWATIT	MonoPlus	M	600	 (aniónica	
de	base	fuerte),	Solución	de	cloruro	de	sodio	ACS;	ISO;	Reag.	Ph	Eur	adquirido	de	Merck,	
nitrato	de	potasio	(KNO3)	ACS,	ISO,	Reag.	Ph	Eur.	Adquirido	de	Merck

1.3 Diseño y construcción de la columna: Para el diseño y construcción de la columna se 
tomaron las siguientes consideraciones12,13.

Volumen de Servicio: (Vs)

Donde: Vs: Volumen de servicio (L/m3), volumen de agua en litros que puede soportar un 
metro	cúbico	de	resina	hasta	su	regeneración.	REC:	Capacidad	de	la	resina	(kg/m3). IRC: 
Concentración del ion a eliminar (kg/L)

Tiempo de servicio: (St)

Donde:	St:	Tiempo	de	servicio.	SRT:	Caudal	de	flujo	de	servicio	=	L/h/m3

Determinación del volumen de resina: (Vol)

PVC categoría 10 de 1’’, tapas rosca para tubería de PVC, mangueras, recipiente de 

plástico de 16 litros. Reactivos: Resina de intercambio iónico LEWATIT MonoPlus M 

600 (aniónica de base fuerte), Solución de cloruro de sodio ACS; ISO; Reag. Ph Eur 

adquirido de Merck, nitrato de potasio (KNO3) ACS, ISO, Reag. Ph Eur. Adquirido de 

Merck 

1.3 Diseño y construcción de la columna: Para el diseño y construcción de la 

columna se tomaron las siguientes consideraciones12,13. 

Volumen de Servicio: (Vs) 

Vs = 	 %&'
(%'

 ………………………. (1) 

Donde: Vs: Volumen de servicio (L/m3), volumen de agua en litros que puede soportar 

un metro cúbico de resina hasta su regeneración. REC: Capacidad de la resina (kg/m3). 

IRC: Concentración del ion a eliminar (kg/L) 

 

Tiempo de servicio: (St) 

St =
V+

SRT…………………………… . . (2) 

Donde: St: Tiempo de servicio. SRT: Caudal de flujo de servicio = L/h/m3 

Determinación del volumen de resina: (Vol) 

Vol = 	 5
IRC ∗ Q
REC ; ∗ [St] ………………(3) 

Donde: Vol: Volumen de resina (L). Q: Flujo total L/h (5,8 L/h) 

 

Determinación del volumen de la columna: (Vc) 

Vc = Vol* FE ……………………. (4) 

Donde: FE = 4 (para resinas aniónicas de base fuerte). 

 

Determinación de la altura de la columna  

𝐡𝐡𝐡𝐡 = AB∗C
D∗E

……………………………. (5) 

Donde:  

Vc= volumen de columna (L). d= diámetro de la tubería en la columna a utilizar (1”) 

h = altura de la columna (cm) 

PVC categoría 10 de 1’’, tapas rosca para tubería de PVC, mangueras, recipiente de 

plástico de 16 litros. Reactivos: Resina de intercambio iónico LEWATIT MonoPlus M 

600 (aniónica de base fuerte), Solución de cloruro de sodio ACS; ISO; Reag. Ph Eur 

adquirido de Merck, nitrato de potasio (KNO3) ACS, ISO, Reag. Ph Eur. Adquirido de 

Merck 

1.3 Diseño y construcción de la columna: Para el diseño y construcción de la 

columna se tomaron las siguientes consideraciones12,13. 

Volumen de Servicio: (Vs) 

Vs = 	 %&'
(%'

 ………………………. (1) 

Donde: Vs: Volumen de servicio (L/m3), volumen de agua en litros que puede soportar 

un metro cúbico de resina hasta su regeneración. REC: Capacidad de la resina (kg/m3). 

IRC: Concentración del ion a eliminar (kg/L) 

 

Tiempo de servicio: (St) 

St =
V+

SRT…………………………… . . (2) 

Donde: St: Tiempo de servicio. SRT: Caudal de flujo de servicio = L/h/m3 

Determinación del volumen de resina: (Vol) 

Vol = 	 5
IRC ∗ Q
REC ; ∗ [St] ………………(3) 

Donde: Vol: Volumen de resina (L). Q: Flujo total L/h (5,8 L/h) 

 

Determinación del volumen de la columna: (Vc) 

Vc = Vol* FE ……………………. (4) 

Donde: FE = 4 (para resinas aniónicas de base fuerte). 

 

Determinación de la altura de la columna  

𝐡𝐡𝐡𝐡 = AB∗C
D∗E

……………………………. (5) 

Donde:  

Vc= volumen de columna (L). d= diámetro de la tubería en la columna a utilizar (1”) 

h = altura de la columna (cm) 

PVC categoría 10 de 1’’, tapas rosca para tubería de PVC, mangueras, recipiente de 

plástico de 16 litros. Reactivos: Resina de intercambio iónico LEWATIT MonoPlus M 

600 (aniónica de base fuerte), Solución de cloruro de sodio ACS; ISO; Reag. Ph Eur 

adquirido de Merck, nitrato de potasio (KNO3) ACS, ISO, Reag. Ph Eur. Adquirido de 

Merck 

1.3 Diseño y construcción de la columna: Para el diseño y construcción de la 

columna se tomaron las siguientes consideraciones12,13. 

Volumen de Servicio: (Vs) 

Vs = 	 %&'
(%'

 ………………………. (1) 

Donde: Vs: Volumen de servicio (L/m3), volumen de agua en litros que puede soportar 

un metro cúbico de resina hasta su regeneración. REC: Capacidad de la resina (kg/m3). 

IRC: Concentración del ion a eliminar (kg/L) 

 

Tiempo de servicio: (St) 

St =
V+

SRT…………………………… . . (2) 

Donde: St: Tiempo de servicio. SRT: Caudal de flujo de servicio = L/h/m3 

Determinación del volumen de resina: (Vol) 

Vol = 	 5
IRC ∗ Q
REC ; ∗ [St] ………………(3) 

Donde: Vol: Volumen de resina (L). Q: Flujo total L/h (5,8 L/h) 

 

Determinación del volumen de la columna: (Vc) 

Vc = Vol* FE ……………………. (4) 

Donde: FE = 4 (para resinas aniónicas de base fuerte). 
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Donde: Vol: Volumen de resina (L). Q:	Flujo	total	L/h	(5,8	L/h)

Determinación del volumen de la columna: (Vc)

Donde: 
Vc= volumen de columna (L). d= diámetro de la tubería en la columna a utilizar (1”)
h = altura de la columna (cm)

1.4 Construcción de la curva de calibración para medir la concentración de nitratos: Se 
pesó	0,18452	g	KNO3,	se	aforo	a	un	volumen	de	250,	se	tomó	25	mL	de	la	solución	madre	
y	se	aforo	a	250	mL,	a	partir	de	esta	solución	intermedia	se	preparó	5	estándares	de	0;	0,90;	
2,71;	 4,52;	 6,33	 ppm,	Los	mismos	 que	 fueron	 tratados	 con	 1	mL	de	HCl	 0,1	N,	 se	 dejó	
reposar	30	minutos	antes	de	aforarlos	a	50	mL.	Se	realizó	las	lecturas	en	el	espectrofotómetro	
utilizando	las	cubetas	de	cuarzo	a	una	longitud	de	onda	de	220	nm.

1.5 Colección de las muestras de agua de Tingo María: Las muestras se tomaron el 
16/08/2013	en	dos	pozos	de	Castillo	Grande,	el	04/11/2013	en	Brisas	del	Huallaga,	y	Villa	
Potokar,	 12/11/2013	 en	 la	 quebrada	 Cocheros	 y	 Naranjal.	 Para	 las	 muestras	 de	 agua	 de	
pozo se utilizó el muestreo simple o de sondeo a 4,5 metros de profundidad y para aguas 
superficiales	el	muestreo	 integrado,	en	ambos	casos,	 fue	manual	y	 se	 siguió	 la	cadena	de	
vigilancia (etiquetado, sellado y registro), las muestras se almacenaron en botellas de vidrio 
hasta ser analizadas en el laboratorio el mismo día, se tomaron tres muestras por punto de 
muestreo.

1.6 Determinación de la eficiencia de la columna de resinas de intercambio iónico: La 
eficiencia	de	 la	columna	se	evaluó	a	un	caudal	establecido,	se	 tomó	muestras	en	 la	salida	
de	la	columna,	a	diferentes	tiempos	de	trabajo	tales	como:	30,	60,	90	y	120	minutos,	en	las	
cuales se determinó la concentración de nitratos a cada muestra recogida y se analizó la 
concentración	de	nitratos	por	 triplicado	con	el	espectrofotómetro	UV-VIS,	 la	eficiencia	se	
calculó con la siguiente fórmula

Donde: FE = 4 (para resinas aniónicas de base fuerte).

Determinación de la altura de la columna 

Donde: meq NO3-: miliequivalentes de nitratos
Variables independientes:	 Tiempo	 de	 operación:	 30	 min,	 60	 min,	 90	 min	 y	 120	 min.	
Concentración de nitratos: 16,13;	12,9;	9,68	y	6,45	meq.
Variables	dependientes:	Eficiencia	de	la	remoción	de	nitratos,	disminución	de	meq	NO3- 

PVC categoría 10 de 1’’, tapas rosca para tubería de PVC, mangueras, recipiente de 

plástico de 16 litros. Reactivos: Resina de intercambio iónico LEWATIT MonoPlus M 

600 (aniónica de base fuerte), Solución de cloruro de sodio ACS; ISO; Reag. Ph Eur 

adquirido de Merck, nitrato de potasio (KNO3) ACS, ISO, Reag. Ph Eur. Adquirido de 

Merck 

1.3 Diseño y construcción de la columna: Para el diseño y construcción de la 

columna se tomaron las siguientes consideraciones12,13. 

Volumen de Servicio: (Vs) 

Vs = 	 %&'
(%'

 ………………………. (1) 

Donde: Vs: Volumen de servicio (L/m3), volumen de agua en litros que puede soportar 

un metro cúbico de resina hasta su regeneración. REC: Capacidad de la resina (kg/m3). 

IRC: Concentración del ion a eliminar (kg/L) 

 

Tiempo de servicio: (St) 

St =
V+

SRT…………………………… . . (2) 

Donde: St: Tiempo de servicio. SRT: Caudal de flujo de servicio = L/h/m3 

Determinación del volumen de resina: (Vol) 

Vol = 	 5
IRC ∗ Q
REC ; ∗ [St] ………………(3) 

Donde: Vol: Volumen de resina (L). Q: Flujo total L/h (5,8 L/h) 

 

Determinación del volumen de la columna: (Vc) 

Vc = Vol* FE ……………………. (4) 

Donde: FE = 4 (para resinas aniónicas de base fuerte). 

 

Determinación de la altura de la columna  

𝐡𝐡𝐡𝐡 = AB∗C
D∗E

……………………………. (5) 

Donde:  

Vc= volumen de columna (L). d= diámetro de la tubería en la columna a utilizar (1”) 

h = altura de la columna (cm) 

PVC categoría 10 de 1’’, tapas rosca para tubería de PVC, mangueras, recipiente de 

plástico de 16 litros. Reactivos: Resina de intercambio iónico LEWATIT MonoPlus M 

600 (aniónica de base fuerte), Solución de cloruro de sodio ACS; ISO; Reag. Ph Eur 

adquirido de Merck, nitrato de potasio (KNO3) ACS, ISO, Reag. Ph Eur. Adquirido de 

Merck 

1.3 Diseño y construcción de la columna: Para el diseño y construcción de la 

columna se tomaron las siguientes consideraciones12,13. 

Volumen de Servicio: (Vs) 

Vs = 	 %&'
(%'

 ………………………. (1) 

Donde: Vs: Volumen de servicio (L/m3), volumen de agua en litros que puede soportar 

un metro cúbico de resina hasta su regeneración. REC: Capacidad de la resina (kg/m3). 

IRC: Concentración del ion a eliminar (kg/L) 

 

Tiempo de servicio: (St) 

St =
V+

SRT…………………………… . . (2) 

Donde: St: Tiempo de servicio. SRT: Caudal de flujo de servicio = L/h/m3 

Determinación del volumen de resina: (Vol) 

Vol = 	 5
IRC ∗ Q
REC ; ∗ [St] ………………(3) 

Donde: Vol: Volumen de resina (L). Q: Flujo total L/h (5,8 L/h) 

 

Determinación del volumen de la columna: (Vc) 

Vc = Vol* FE ……………………. (4) 

Donde: FE = 4 (para resinas aniónicas de base fuerte). 

 

Determinación de la altura de la columna  

𝐡𝐡𝐡𝐡 = AB∗C
D∗E

……………………………. (5) 

Donde:  

Vc= volumen de columna (L). d= diámetro de la tubería en la columna a utilizar (1”) 

h = altura de la columna (cm) 

1.4 Construcción de la curva de calibración para medir la concentración de 

nitratos: Se pesó 0,18452 g KNO3, se aforo a un volumen de 250, se tomó 25 mL de la 

solución madre y se aforo a 250 mL, a partir de esta solución intermedia se preparó 5 

estándares de 0; 0,90; 2,71; 4,52; 6,33 ppm, Los mismos que fueron tratados con 1 mL 

de HCl 0,1 N, se dejó reposar 30 minutos antes de aforarlos a 50 mL. Se realizó las 

lecturas en el espectrofotómetro utilizando las cubetas de cuarzo a una longitud de onda 

de 220 nm. 

 

1.5 Colección de las muestras de agua de Tingo María: Las muestras se 

tomaron el 16/08/2013 en dos pozos de Castillo Grande, el 04/11/2013 en Brisas del 

Huallaga, y Villa Potokar, 12/11/2013 en la quebrada Cocheros y Naranjal. Para las 

muestras de agua de pozo se utilizó el muestreo simple o de sondeo a 4,5 metros de 

profundidad y para aguas superficiales el muestreo integrado, en ambos casos, fue 

manual y se siguió la cadena de vigilancia (etiquetado, sellado y registro), las muestras 

se almacenaron en botellas de vidrio hasta ser analizadas en el laboratorio el mismo día, 

se tomaron tres muestras por punto de muestreo. 

 
1.6 Determinación de la eficiencia de la columna de resinas de intercambio 

iónico: La eficiencia de la columna se evaluó a un caudal establecido, se tomó muestras 

en la salida de la columna, a diferentes tiempos de trabajo tales como: 30, 60, 90 y 120 

minutos, en las cuales se determinó la concentración de nitratos a cada muestra 

recogida y se analizó la concentración de nitratos por triplicado con el 

espectrofotómetro UV-VIS, la eficiencia se calculó con la siguiente fórmula 

𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬𝑬(%) = [-./012
3].567898	;	[-./012

3]<8=>98
	[-./012

3]	.567898
∗ 100……………. (6) 

Donde: meq NO3-: miliequivalentes de nitratos 

Variables independientes: Tiempo de operación: 30 min, 60 min, 90 min y 120 min. 

Concentración de nitratos: 16,13; 12,9; 9,68 y 6,45 meq. 

Variables dependientes: Eficiencia de la remoción de nitratos, disminución de meq 

NO3-  

El diseño experimental fue DCA con arreglo factorial de 4x4. El análisis estadístico de 

los datos se realizó con el software estadístico R 
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El diseño experimental fue DCA con arreglo factorial de 4x4. El análisis estadístico de los 
datos	se	realizó	con	el	software	estadístico	R

1.7 Análisis de las aguas de Tingo María: Se analizó la concentración de nitratos (NO3-) de 
las	aguas	de	consumo	de	Tingo	María,	antes	y	después	de	ingresar	a	la	columna	de	intercambio	
iónico con el método antes descrito dentro de ellas esta: agua subterránea de pozo del centro 
poblado	menor	de	Castillo	Grande,	asentamiento	humano	Brisas	del	Huallaga,	Lotización	
Villa Potokar y de la ciudad universitaria

1.8 Determinación de la capacidad real de la resina, volumen de agua de regeneración 
y lavado 
Determinación de la capacidad real de la resina: Se calculó la capacidad real de la resina, 
con la cantidad de gramos que ha atrapado ésta durante el proceso hasta su límite. Conociendo 
el caudal de trabajo y la concentración de las aguas, se procede a realizar los cálculos para 
determinar la capacidad experimental de la resina 

Donde: C: capacidad real de la resina (g/L) Tc:	Tiempo	de	ruptura	(h);	Q: Caudal de entrada 
del	agua	a	la	columna	(L/h);	[NO3

-]:	Concentración	de	nitratos	(g/L);
Vol: Volumen de resina (L)
Después de determinar la capacidad de remoción experimental de la resina, se comparó con 
la capacidad de remoción teórica y se determinó la capacidad real de la resina.

Determinación del volumen de agua de regeneración y lavado: Para regenerar la resina 
se	utilizó	una	solución	de	NaCl	al	10	%,	el	volumen	se	estimó	estequimetricamente	según	el	
ratio de regeneración (Rg)

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Diseño y construcción de la columna: 

1.7 Análisis de las aguas de Tingo María: Se analizó la concentración de nitratos 

(NO3-) de las aguas de consumo de Tingo María, antes y después de ingresar a la 

columna de intercambio iónico con el método antes descrito dentro de ellas esta: agua 

subterránea de pozo del centro poblado menor de Castillo Grande, asentamiento 

humano Brisas del Huallaga, Lotización Villa Potokar y de la ciudad universitaria 

1.8 Determinación de la capacidad real de la resina, volumen de agua de 

regeneración y lavado  

Determinación de la capacidad real de la resina: Se calculó la capacidad real de la 

resina, con la cantidad de gramos que ha atrapado ésta durante el proceso hasta su 

límite. Conociendo el caudal de trabajo y la concentración de las aguas, se procede a 

realizar los cálculos para determinar la capacidad experimental de la resina  

𝐂𝐂 = #$∗&∗[()*+]
-./

…………………………….. (2) 

Donde: C: capacidad real de la resina (g/L) Tc: Tiempo de ruptura (h); Q: Caudal de 

entrada del agua a la columna (L/h); [𝐍𝐍𝐍𝐍𝟑𝟑3]: Concentración de nitratos (g/L); 

Vol: Volumen de resina (L) 

Después de determinar la capacidad de remoción experimental de la resina, se comparó 

con la capacidad de remoción teórica y se determinó la capacidad real de la resina. 

Determinación del volumen de agua de regeneración y lavado: Para regenerar la 

resina se utilizó una solución de NaCl al 10 %, el volumen se estimó 

estequimetricamente según el ratio de regeneración (Rg) 

Rg = [67	9:;<]
[=.?@	AB]

……………………………….. (3) 

 

RESULTADOS Y 

DISCUSIÓN 
Diseño y construcción de la columna:  

Tabla 1. Datos de diseño 

Parámetro de diseño Cantidad 

Volumen de servicio (Vs) = 77,5 L/m3 de resina 
Tiempo de servicio (Ts) = 0,66 h 
Volumen de columna (Vc) = 0,1972 L 
Volumen de resina (Vr) = 0,049 L 

1.7 Análisis de las aguas de Tingo María: Se analizó la concentración de nitratos 

(NO3-) de las aguas de consumo de Tingo María, antes y después de ingresar a la 

columna de intercambio iónico con el método antes descrito dentro de ellas esta: agua 

subterránea de pozo del centro poblado menor de Castillo Grande, asentamiento 

humano Brisas del Huallaga, Lotización Villa Potokar y de la ciudad universitaria 

1.8 Determinación de la capacidad real de la resina, volumen de agua de 

regeneración y lavado  

Determinación de la capacidad real de la resina: Se calculó la capacidad real de la 

resina, con la cantidad de gramos que ha atrapado ésta durante el proceso hasta su 

límite. Conociendo el caudal de trabajo y la concentración de las aguas, se procede a 

realizar los cálculos para determinar la capacidad experimental de la resina  

𝐂𝐂 = #$∗&∗[()*+]
-./

…………………………….. (2) 

Donde: C: capacidad real de la resina (g/L) Tc: Tiempo de ruptura (h); Q: Caudal de 

entrada del agua a la columna (L/h); [𝐍𝐍𝐍𝐍𝟑𝟑3]: Concentración de nitratos (g/L); 

Vol: Volumen de resina (L) 

Después de determinar la capacidad de remoción experimental de la resina, se comparó 

con la capacidad de remoción teórica y se determinó la capacidad real de la resina. 

Determinación del volumen de agua de regeneración y lavado: Para regenerar la 

resina se utilizó una solución de NaCl al 10 %, el volumen se estimó 

estequimetricamente según el ratio de regeneración (Rg) 

Rg = [67	9:;<]
[=.?@	AB]

……………………………….. (3) 

 

RESULTADOS Y 

DISCUSIÓN 
Diseño y construcción de la columna:  

Tabla 1. Datos de diseño 

Parámetro de diseño Cantidad 

Volumen de servicio (Vs) = 77,5 L/m3 de resina 
Tiempo de servicio (Ts) = 0,66 h 
Volumen de columna (Vc) = 0,1972 L 
Volumen de resina (Vr) = 0,049 L 

Tabla 1. Datos de diseño.Tabla 1. Datos de diseño 

Parámetro de diseño Cantidad 

Volumen de servicio (Vs) = 77,5 L/m3 de resina 
Tiempo de servicio (Ts) = 0,66 h 
Volumen de columna (Vc) = 0,1972 L 
Volumen de resina (Vr) = 0,049 L 
Altura de columna (Hc) = 38,919 cm  

    Fuente: Datos calculados con las ecuaciones de diseño 

 

En el diseño de las columnas de intercambio iónico se consideró los criterios del 

Manual de Ingeniero Químico13, el diseño coincide con un reporte de columnas hechas a 

partir de cloruro de polivinilo (PVC) con 1” de diámetro, 16 cm de longitud con un 

volumen de 0,06 mL con resina macroporosa de intercambio catiónico, o LayneRT 

(Layne Christensen Co., The Woodlands, TX) y una resina de intercambio de aniones 

modificada con nanopartículas de óxido ferroso12, en la presente investigación se usó 

0,05L de resina a diferencia de lo reportado la cantidad de resina depende de la densidad 

y las propiedades de las mismas13. 

Curva de calibración:  

 
Figura 1. Curva de calibración para determinación de la concentración de nitratos en ppm 

 

La curva de calibración cumple con la Ley de Beer como se observa en la figura 1, con 

un coeficiente de correlación R2 óptimo cercano a 1, por lo tanto, se puede asegurar la 

confiabilidad de los resultados de las concentraciones de nitratos reportados. 
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En	el	diseño	de	 las	columnas	de	 intercambio	 iónico	se	consideró	 los	criterios	del	Manual	
de Ingeniero Químico13, el diseño coincide con un reporte de columnas hechas a partir de 
cloruro	de	polivinilo	(PVC)	con	1”	de	diámetro,	16	cm	de	longitud	con	un	volumen	de	0,06	
mL con resina macroporosa de intercambio catiónico, o LayneRT (Layne Christensen Co., 
The	Woodlands,	TX)	y	una	resina	de	intercambio	de	aniones	modificada	con	nanopartículas	
de óxido ferroso12,	 en	 la	 presente	 investigación	 se	usó	0,05L	de	 resina	 a	diferencia	de	 lo	
reportado la cantidad de resina depende de la densidad y las propiedades de las mismas13.

Curva de calibración: 

La	curva	de	 calibración	 cumple	 con	 la	Ley	de	Beer	 como	 se	observa	 en	 la	figura	1,	 con	
un	 coeficiente	 de	 correlación	 R2 óptimo cercano a 1, por lo tanto, se puede asegurar la 
confiabilidad	de	los	resultados	de	las	concentraciones	de	nitratos	reportados.

Determinación de la eficiencia de la columna:

Tabla 1. Datos de diseño 

Parámetro de diseño Cantidad 

Volumen de servicio (Vs) = 77,5 L/m3 de resina 
Tiempo de servicio (Ts) = 0,66 h 
Volumen de columna (Vc) = 0,1972 L 
Volumen de resina (Vr) = 0,049 L 
Altura de columna (Hc) = 38,919 cm  

    Fuente: Datos calculados con las ecuaciones de diseño 

 

En el diseño de las columnas de intercambio iónico se consideró los criterios del 

Manual de Ingeniero Químico13, el diseño coincide con un reporte de columnas hechas a 

partir de cloruro de polivinilo (PVC) con 1” de diámetro, 16 cm de longitud con un 

volumen de 0,06 mL con resina macroporosa de intercambio catiónico, o LayneRT 

(Layne Christensen Co., The Woodlands, TX) y una resina de intercambio de aniones 

modificada con nanopartículas de óxido ferroso12, en la presente investigación se usó 

0,05L de resina a diferencia de lo reportado la cantidad de resina depende de la densidad 

y las propiedades de las mismas13. 

Curva de calibración:  

 
Figura 1. Curva de calibración para determinación de la concentración de nitratos en ppm 

 

La curva de calibración cumple con la Ley de Beer como se observa en la figura 1, con 

un coeficiente de correlación R2 óptimo cercano a 1, por lo tanto, se puede asegurar la 

confiabilidad de los resultados de las concentraciones de nitratos reportados. 
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Figura 1. Curva de calibración para determinación de la concentración de nitratos en ppm.

Determinación de la eficiencia de la columna: 

 
Figura 2. meq. de NO3- remanentes en función del tiempo 

 

La cinética de remoción de meq NO3- depende de la concentración inicial de la solución 

que ingresa a cada columna, el tiempo de operación, el pH y la capacidad de la resina o 

absorbente utilizado. La concentración de 6,45 meq de NO3- presentó 0,61 y 3,23 meq 

de NO3- remanentes a los 90 y 120 minutos, respectivamente, la columna tiene buena 

capacidad de eliminación hasta los 90 min., luego baja su capacidad en un 50 %, 

aproximadamente. La concentración de 9,68 meq presentó 0,77 meq remanentes a los 

60 min, su capacidad de intercambio es óptimo hasta ese tiempo. La concentración de 

12,9 meq a los 30 min presentó 0,19 meq remanentes y la concentración de 16,13 meq 

de 4,80 meq, se aprecia que la capacidad de intercambio de la primera es óptima hasta 

los 30 min y la segunda debido a la alta concentración de meq no realiza el intercambio 

iónico de manera eficiente (figura 2). Los tiempos ya mencionados alcanzan una 

considerable eliminación de nitratos, la resina es óptima para remover los nitratos si 

comparamos con los reportes siguientes. La capacidad de adsorción de la tela de 

carbono tratada con ácido para remover NO3- y NO2-, fue de 2,03 y 1,01 mmol/g, 

respectivamente7. Entre todas las organoarcillas, HDTMA QLD-bentonita modificada 

mostraron mejor resultado: H-B-2CEC y H-B-4CEC podrían eliminar 0,20 meq y 0,24 

meq de NO3-/g de organoarcilla, respectivamente8. Los hidróxidos dobles preparados 

(Ni-Fe) fue estudiado su potencial para eliminar NO3- usando agua de mar enriquecida 
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La cinética de remoción de meq NO3
- depende de la concentración inicial de la solución 

que	 ingresa	a	cada	columna,	 el	 tiempo	de	operación,	 el	pH	y	 la	 capacidad	de	 la	 resina	o	
absorbente utilizado. La concentración de 6,45 meq de NO3

-	presentó	0,61	y	3,23	meq	de	
NO3

-	remanentes	a	los	90	y	120	minutos,	respectivamente,	la	columna	tiene	buena	capacidad	
de	eliminación	hasta	los	90	min.,	 luego	baja	su	capacidad	en	un	50	%,	aproximadamente.	
La	concentración	de	9,68	meq	presentó	0,77	meq	 remanentes	a	 los	60	min,	 su	capacidad	
de	 intercambio	 es	 óptimo	 hasta	 ese	 tiempo.	 La	 concentración	 de	 12,9	meq	 a	 los	 30	min	
presentó	0,19	meq	remanentes	y	la	concentración	de	16,13	meq	de	4,80	meq,	se	aprecia	que	
la	capacidad	de	intercambio	de	la	primera	es	óptima	hasta	los	30	min	y	la	segunda	debido	a	
la	alta	concentración	de	meq	no	realiza	el	intercambio	iónico	de	manera	eficiente	(figura	2).	
Los tiempos ya mencionados alcanzan una considerable eliminación de nitratos, la resina es 
óptima para remover los nitratos si comparamos con los reportes siguientes. La capacidad 
de adsorción de la tela de carbono tratada con ácido para remover NO3

- y NO2
-,	fue	de	2,03	

y	1,01	mmol/g,	 respectivamente7.	Entre	 todas	 las	organoarcillas,	HDTMA	QLD-bentonita	
modificada	mostraron	mejor	resultado:	H-B-2CEC	y	H-B-4CEC	podrían	eliminar	0,20	meq	
y	0,24	meq	de	NO3
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(Ni-Fe) fue estudiado su potencial para eliminar NO3

- usando agua de mar enriquecida NO3
- 

a	una	concentración	de	40	mol/dm3, donde la máxima de NO3
-	fue	de	0,33	mmol/g	cuando	

se	añadió	LDH	(Ni-Fe)9.	La	Chitosan	cubierta	con	zeolita	(Ch-Z)	protonado	con	HCl,	tiene	
capacidad de intercambio iónico para NO3

-	de	0,74	mmol	NO3
-g	de	Ch-Z10. Las resinas y 

adsorbentes antes mencionados tienen poca capacidad de intercambio iónico a diferencia 
de	 la	 resina	 de	 intercambio	 iónico	 selectiva	 para	 nitrato	 Purolite	A	 520E14 que tiene una 
alta	capacidad	de	intercambio	iónico,	la	idea	es	dar	otras	alternativas	a	la	resina	especifica	
considerando los costos y la accesibilidad de la misma sobre todo para zonas rurales y urbanas 
donde las fuentes de agua, principalmente las subterráneas son contaminadas por nitratos.
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Figura 3. Eficiencia	de	la	columna	en	función	del	tiempo	de	operación.
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Después de analizar los meq de NO3
- remanentes en función del tiempo, se evaluó la 

eficiencia	de	las	columnas	de	intercambio	iónico	con	la	resina	antes	mencionada	y	extrapolar	
datos	 respecto	 a	 que	 tan	 eficientes	 son	 a	 diferentes	 concentraciones	 y	 hasta	 que	 tiempo	
de operación trabaja de manera óptima el intercambio iónico, estos datos son importantes 
para los interesados en remover nitratos que como ya se dijo causan problemas de salud. 
Se determinó que 6,45 meq de NO3

-	presentó	un	buen	intercambio	iónico	hasta	los	90	min	
con	una	eficiencia	de	90,54	%,	9,68	meq	de	NO3

-	hasta	los	60	min	tuvo	una	eficiencia	de	92,09	%,	
12,9 meq de NO3

-	 con	 98,53	%	de	 eficiencia	 a	 los	 30	min	 y	 finalmente	 la	 solución	más	
concentrada	que	se	evaluó	de	16,13	meq	con	una	eficiencia	de	70,24	%	(figura	2).	Uno	de	
los	 absorbentes	 de	 arcilla,	montmorrillonita	 de	 calcio	 activada	por	HCl	mostró	hasta	 una	
capacidad de eliminación de NO3

-,	hasta	22,28%8. La eliminación de NO3
-	con	Hidróxidos	de	

doble	capa	(LDH)	se	encontró	que	era	85,5	%	bajo	ciertas	condiciones,	usando	0,3	g	de	LDH	
en	100mL	de	solución	de	NO3

-	con	una	concentración	inicial	de	10	mg/L9. La resina ALR-
AE,	presentó	una	capacidad	de	absorción	de	87,2	%,	el	proceso	fue	de	aproximadamente	10	
min15.	Las	columnas	de	intercambio	iónico	presentan	una	buena	eficiencia,	considerando	que	
se usó concentraciones muy altas con respecto a las concentraciones que normalmente se 
encuentran	las	fuentes	de	agua	ya	sea	subterránea	o	superficial.

Análisis de las aguas de Tingo María

Después de analizar la concentración de NO3
- en las aguas subterráneas y las quebradas, 

la mayoría están por debajo de 45 ppm, que es el límite máximo permisible tal como lo 
indica	los	estándares	de	calidad	ambiental	nacional	de	agua	(10	ppm	de	NO3

- de N total o 
45 ppm de NO3),	el	único	que	supera	los	límites	máximos	permisibles	es	el	Pozo	5	con	una	
concentración	de	52,76	ppm.	Asimismo,	la	columna	operó	eficientemente	con	un	promedio	
de	aproximadamente	99	%	de	remoción	de	nitratos	en	las	aguas	de	Tingo	María.

30 min y finalmente la solución más concentrada que se evaluó de 16,13 meq con una 

eficiencia de 70,24 % (figura 2). Uno de los absorbentes de arcilla, montmorrillonita de 
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22,28%8. La eliminación de NO3- con Hidróxidos de doble capa (LDH) se encontró que 

era 85,5 % bajo ciertas condiciones, usando 0,3 g de LDH en 100mL de solución de 

NO3– con una concentración inicial de 10 mg/L9. La resina ALR-AE, presentó una 

capacidad de absorción de 87,2 %, el proceso fue de aproximadamente 10 min15. Las 

columnas de intercambio iónico presentan una buena eficiencia, considerando que se 

usó concentraciones muy altas con respecto a las concentraciones que normalmente se 

encuentran las fuentes de agua ya sea subterránea o superficial. 

 

Análisis de las aguas de Tingo María 

Tabla 2. Eficiencia de remoción de nitratos (NO3-) de las aguas de Tingo María 

Muestras  Lugar  

Concentración 

Entrada 

(ppm) 

Concentración 

Salida (ppm) 

Eficiencia  

(%) 

1 
Quebrada Cocheros 

(reservorio) 
13,16 

0,02 99,84 

2 Quebrada Naranjal (reservorio) 14,38 0,04 99,70 

3 Pozo 1 (Castillo Grande) 18,2 0,08 99,57 

4 Pozo 2 (Castillo Grande) 19,4 0,08 99,58 

5 Pozo 3 (Brisas del Huallaga) 22,81 0,15 99,34 

6 Pozo 4 (Villa Potokar)  43,88 0,23 99,48 

7 Pozo 5 (Villa Potokar) 52,76 0,58 98,90 

Fuente: Datos reportados del Espectrofotómetro Orion Aquamate UV–vis 8000. 

 

Después de analizar la concentración de NO3- en las aguas subterráneas y las 

quebradas, la mayoría están por debajo de 45 ppm, que es el límite máximo permisible 

tal como lo indica los estándares de calidad ambiental nacional de agua (10 ppm de 

NO3- de N total o 45 ppm de NO3), el único que supera los límites máximos permisibles 

es el Pozo 5 con una concentración de 52,76 ppm. Asimismo, la columna operó 

eficientemente con un promedio de aproximadamente 99 % de remoción de nitratos en 

las aguas de Tingo María. 

Tabla 2. Eficiencia	de	remoción	de	nitratos	(NO3
-)	de	las	aguas	de	Tingo	María.
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Determinación de la capacidad de la resina, volumen de agua de regeneración y lavado
Se obtuvo que la resina atrapa 69,9 g/L por lo tanto, la capacidad real de la resina es de 1,112 
eq/L, aproximándose al dato teórico del fabricante de 1,25 eq/L. Se determinó que el agua del 
primer	lavado	fue	aproximadamente	0,5	L	por	espacio	de	10	min,	seguido	de	una	generación	
con	NaCl	al	10	%	con	un	volumen	de	1,2	L	durante	10	min	y	finalmente	el	lavado	2	con	1,5	
L de agua durante 15 min.

CONCLUSIONES

Se	determinó	que	la	mayor	eficiencia	de	la	resina	de	intercambio	iónico	LEWATIT	MonoPlus	
M	600	(aniónica	de	base	fuerte)	fue	de	99,55	%,	para	la	concentración	de	6,45	meq	de	NO3

-

(400	ppm)	en	un	 tiempo	de	30	min.	La	eficiencia	más	baja	de	18,61	%	se	encontró	en	 la	
concentración de 16,13 meq de NO3

-(1000	ppm)	en	120	min	de	operación	de	la	columna.	
Asimismo, se puede concluir que la resina antes mencionada presenta una considerable 
capacidad de intercambio iónico a las siguientes condiciones de concentración de meq de 
NO3

-:	12,9	con	una	eficiencia	de	96,84	%	hasta	los	30	min,	9,68	con	eficiencia	de	92,09	%	
hasta	los	60	min	y	finalmente	para	6,45	con	una	eficiencia	de	90,54	%	a	los	90	min.	Estos	
datos sirven para extrapolar resultados sobre concentraciones de nitratos a evaluar y estimar 
el tiempo de operación óptima de la columna. Se obtuvo que la capacidad real de la resina es 
de 1,112 eq/L, aproximándose al dato teórico del fabricante de 1,25 eq/L.

En	 el	 análisis	 de	 las	 aguas	 de	Tingo	María	 se	 determinó	 que	 el	 Pozo	 5	 de	Villa	 Potokar	
fue	el	único	que	supera	los	límites	máximos	permisibles,	tal	como	lo	indica	los	estándares	
de	calidad	ambiental	nacional	de	agua	(10	ppm	de	NO3 de N total o 45 ppm de NO3) con 
una concentración de 52,76 ppm, por lo tanto, no es apta para consumo humano sin previo 
tratamiento.
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ESTUDIO DE LA BIODEGRADACIÓN DE RESIDUOS DE 
ACEITE LUBRICANTE RETENIDOS EN BENTONITA USANDO 

EL CONSORCIO BACTERIANO OIL EATING MICROBES 
(Rodhococus, Pseudomonas y Bacillus)
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RESUMEN

La	 inadecuada	disposición	final	de	 residuos	 industriales	peligrosos,	 tal	 como	 la	bentonita	
usada	en	los	procesos	de	refinación	de	lubricantes	automotrices	contaminados,	genera	una	
serie de impactos ambientales negativos en los recursos agua, aire y suelo. Para contribuir 
en la minimización de estos impactos, el propósito de la presente investigación fue evaluar 
la capacidad de biodegradación de una muestra de aceite lubricante automotriz atrapado 
en	 arcilla	 bentonita,	 utilizando	 el	 consorcio	 bacteriano	Oil	Eating	Microbes	 (Rodhococus 
pyridinivorans, Pseudomonas montielli y Bacillus sp.).
Para obtener el máximo rendimiento de la biodegradación del aceite (reducción de 
hidrocarburos totales de petróleo en la arcilla), por el consorcio bacteriano, se realizaron 
dos pruebas experimentales en un biorreactor de 5 litros de capacidad, donde se midieron 
la concentración de biodegradación de hidrocarburos totales de petróleo, la primera se 
realizó durante 13 días y la segunda en 59 días: se obtuvo rendimientos de menos del 2 % y 
50	%	para	la	primera	y	segunda	prueba,	respectivamente,	lo	que	muestra	la	reducción	de	la	
contaminación de la arcilla bentonita contaminada.

Palabras clave: Aceites lubricantes usados, biodegradación, arcillas bentonita.

STUDY OF THE BIODEGRADATION OF RESIDUES OF 
LUBRICANT OIL RETINED IN BENTONITA USING THE 

BACTERIAL OIL EATING MICROBES CONSORTIUM 
(Rodhococus, Pseudomonas and Bacillus)

ABSTRACT

The	inadequate	final	disposal	of	hazardous	 industrial	waste,	such	as	bentonite	used	 in	 the	
refining	 processes	 of	 contaminated	 automotive	 lubricants,	 generates	 a	 series	 of	 negative	
environmental	 impacts	on	water,	air	and	soil	 resources.	To	contribute	 to	 the	minimization	

a	 Facultad	de	Química	e	Ingeniería	Química,	Universidad	Nacional	Mayor	de	San	Marcos,	Lima	Perú,	jaqui_
chirreflores@yahoo.es

b	 Facultad	de	Ciencias	Biológicas,	Universidad	Nacional	Mayor	de	San	Marcos.



Jaqueline Chirre Flores, Alejandro Patiño Gabriel, Raymundo Erazo Erazo164

Rev Soc Quím Perú. 85(2) 2019

of	these	impacts,	the	purpose	of	the	present	investigation	was	to	evaluate	the	biodegradation	
capacity of a sample of automotive lubricating oil trapped in bentonite clay, using the bacterial 
consortium	Oil	Eating	Microbes	(Rodhococus pyridinivorans, Pseudomonas montielli and 
Bacillus sp.).
To obtain the maximum performance of the biodegradation of the oil (reduction of total 
hydrocarbons	of	oil	 in	 the	clay),	by	the	bacterial	consortium,	two	experimental	 tests	were	
carried	out,	in	a	five	liter	capacity	bioreactor,	where	the	concentration	of	biodegradation	of	
total	petroleum	hydrocarbons	was	measured,	 the	first	was	performed	 for	13	days	and	 the	
second	in	59	days:	less	than	2	%	and	50	%	yields	were	obtained	for	the	first	and	second	tests	
respectively,	which	shows	the	reduction	of	contamination	of	the	contaminated	bentonite	clay,	
which	is	one	of	the	environmental	problems	that	it	is	desired	to	eliminate,	since	they	cause	
air,	water	or	soil	pollution,	affecting	the	ecosystems	both	aerial,	aquatic	or	terrestrial.

Key words: Used	lubricating	oils,	biodegradation,	bentonite	clays.

INTRODUCCIÓN

El	 aceite	 lubricante	 usado	 (ALU)	 es	 todo	 aceite	 que	 ha	 sido	 utilizado	 y	 se	 encuentra	
contaminado	con	impurezas	físicas	o	químicas	y	no	reúne	las	condiciones	óptimas	para	el	
fin	para	el	cual	fue	producido	inicialmente.	Los	aceites	lubricantes	usados	son	considerados	
residuos peligrosos y existen diversas opciones para disminuir su peligrosidad, pero lo más 
importante es poder eliminar sus impurezas físicas y químicas, para recuperar el aceite 
base lubricante. El método tradicional ácido-arcilla, genera una gran cantidad de arcillas 
contaminadas, que no son reaprovechadas. Las arcillas tipo bentonitas, consideradas como 
suelos arcillosos montmorilloníticos, son altamente plásticos y expansivos (Duque y Escobar, 
2013).	Se	utilizan	como	medio	filtrante	para	decolorar	aceites	lubricantes	usados	de	origen	
mineral y, luego de esto, la arcilla queda como un residuo contaminado con aceite. 

Según	 Venosa	 et al. (1999), las bacterias gram negativas parecen encontrarse más 
adaptadas	a	estas	fuentes	de	carbono.	Haritash	et al. (2009),	estudiaron	la	biodegradación	
de	hidrocarburos	aromáticos	policíclicos	 (PAH),	como	se	muestra	en	 la	figura	1.	Algunas	
de	las	especies	bacterianas	conocidas	para	degradar	PAHs	son	las	siguientes:	Pseudomonas 
aeruginosa, Pseudomonas fluoresens, Mycobacterium spp., Haemophilus spp., Rhodococcus 
spp., Paenibacillus spp. 
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Figura 1. Estructura	química	de	algunos	PAHs	comúnmente	estudiados	
(Haritash	et al.,	2009).
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Figura 2. Degradación propuesta del 3,4 – dihidroxi - fenantreno por Mycobacterium 

sp. cepa KR2 (Haritash et al., 2009). 
                            

La biodegradación de los PAHs ha sido observada tanto en condiciones aeróbicas como 

anaeróbicas y la tasa puede ser mejorada por pretratamiento físico y químico en suelos 

contaminados. En la figura 3 se muestra la biodegradación anaeróbica. 
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Figura 3. Biotransformación anaeróbica del fenantreno por bacterias sulfato-reductoras 
(Haritash et al., 2009). 

Figura 3. Biotransformación anaeróbica del fenantreno por bacterias sulfato-reductoras 
(Haritash	et al.,	2009).

La	 biodegradación	 de	 los	 PAHs	 ha	 sido	 observada	 tanto	 en	 condiciones	 aeróbicas	 como	
anaeróbicas y la tasa puede ser mejorada por pretratamiento físico y químico en suelos 
contaminados.	En	la	figura	3	se	muestra	la	biodegradación	anaeróbica.

El presente estudio experimental se realizó tomando como referencia el modelo matemático 
de	 Medina	 S.	 et al.	 (2009),	 que	 estudia	 la	 biodegradación	 de	 hidrocarburos	 en	 suelos	
contaminados, utilizando los fenómenos de difusión, sorción y biodegradación en un reactor 
de lodos de hidrocarburos. 

PARTE EXPERIMENTAL

El aceite contaminado presente en la arcilla se removió mediante el proceso de biodegradación 
de hidrocarburos con un consorcio de bacterias. Este proceso se realizó en un biorreactor en 
el cual se proporcionó las condiciones adecuadas al medio de cultivo para que la velocidad 
de reproducción de las bacterias sea la óptima.   

El procedimiento experimental se realizó de la siguiente manera:
1.- Determinación de la cantidad de aceite lubricante usado presente en la arcilla.
2.-	Aislamiento	y	caracterización	de	las	cepas	del	consorcio	liofizado.	
3.- Crecimiento del consorcio bacteriano degradador.
4.- Siembra y evaluación de la biodegradación del consorcio en un biorreactor.
5.-	Cuantificación	de	la	cinética	de	crecimiento	y	biodegradación	de	los	hidrocarburos.

Breve descripción de las etapas del procedimiento:
1.- Determinación de la cantidad de aceite lubricante usado presente en la arcilla
Extracción de hidrocarburos totales de petróleo se realizó con el equipo de Soxhlet, de 
acuerdo	a	la	técnica	3540	de	la	EPA	y	la	medición	se	hizo	mediante	el	método	gravimétrico.		
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Una	muestra	de	5	gramos	de	arcilla	contaminada	fue	envuelta	con	pabilo	y	se	utilizó	éter	
etílico	como	solvente	a	una	temperatura	de	60ºC	durante	12	horas.

Después de 12 horas, se evaporó el éter y se determinó la cantidad de aceite, contenida en el 
balón.

2. Aislamiento	y	caracterización	de	las	cepas	del	consorcio	liofizado
La descripción de los microorganismos es relevante para elevar la certeza de la pureza de su 
uso durante la producción del consorcio.

El	aislamiento	de	las	cepas	contenidas	en	el	producto	“Oil	Eating	Microbes”	se	realizó	con	
la	finalidad	de	identificar,	purificar	y	obtener	bacterias	cuantificables.	Se	sembró	0,5	gramos	
del	contenido	de	la	pastilla	en	un	tubo	con	10	mL	de	caldo	nutricio	(Himedia)	y	otros	0,5	
gramos	en	un	tubo	con	10	mL	de	caldo	acetamida	(Merck).	Ambos	tubos	se	incubaron	a	30	°C	
durante 27 horas.

El	crecimiento	producido	en	el	tubo	con	caldo	nutricio	(Himedia)	 	se	estrió	en	dos	placas	
de agar nutriente y el crecimiento producido en el tubo con caldo acetamida se estrió en dos 
placas	de	agar	King	B;	todas	las	placas	fueron	incubadas	a	30	°C	por	48	horas.

3.- Crecimiento del consorcio bacteriano degradador
Luego de caracterizar las cepas del consorcio, se dieron las condiciones necesarias para el 
crecimiento de las bacterias: para el crecimiento de Pseudomonas montielli se usó un medio 
inductor	de	lipasas	(glucosa	15	g/L,	glicerol	10	g/L,	extracto	de	levadura	3	g/L,	peptona	de	
carne	5	g/L,	K2HPO4	0,3	g/L,	NaCl	0,5	g/L	y	estabilizado	a	pH	7,0),	el	cual	fue	preparado	
en	un	volumen	de	500	mL	e	 inoculado	con	10	mL	de	una	suspensión	de	105	células/mL.	
Igualmente para Bacillus licheniformis y Rhodococcus pyridinivorans se utilizó un medio 
nutricio	fortificado	con	glicerol	(glucosa	20	g/L,	glicerol	5	g/L,	extracto	de	levadura	5	g/L,	
sulfato	de	amonio	0,5	g/L,	fosfato	monopotásico	0,4	g/L,	NaCl	0,5	g/L,	sulfato	de	magnesio	
0,5	g/L;	sulfato	de	manganeso	0,02	g/L	y	estabilizado	a	pH	7,0),	los	cuales	fueron	preparados	
en	dos	matraces,	en	volúmenes	de	500	mL	e	inoculado	con	10	mL	de	una	suspensión	de	105 

células/mL	de	cada	cepa.	Todos	los	caldos	fueron	incubados	por	48	horas	a	una	temperatura	
de	30	°C	y	150	rpm.	Luego	de	culminado	el	crecimiento	se	mezclaron	en	una	botella	estéril	
todos	 los	 cultivos	 y	 agitados	 durante	 3	 horas	 a	 150	 rpm.	 Este	 fue	 el	 consorcio	 para	 las	
evaluaciones de degradación.

4.- Siembra y evaluación de la biodegradación del consorcio en un biorreactor
En	un	biorreactor	de	5	litros	de	capacidad	(figura	7),	de	acero	inoxidable	A-304,	con	agitador	
mecánico,	lectura	de	la	velocidad	del	impulsor	(120	rpm),	sistema	de	mamparas	y	difusor	
circular	de	aire,	un	compresor	metálico	con	aire	esterilizado	mediante	un	filtro	bacteriológico	
de	0,45	µm;	para	inyectar	50	L/min	de	aire.	Asimismo,	el	equipo	cuenta	con	un	calentador	
que es controlado a 35 ºC.
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Una	muestra	de	1,5	kilos	de	arcilla	bentonita	saturada,	fue	colocada	en	un	biorreactor,	luego	
se	adicionó	4,5	L	de	agua	destilada	mezclando	completamente.	Esta	mezcla	se	llevó	a	pH	7,0	
con	la	adición	de	una	solución	de	NaOH,	1M,	y	luego	se	inoculó	un	volumen	de	consorcio	
igual	al	10	%	del	volumen	total	de	agua	(Pseudomonas montielli	con	3,4	x108	cel/mL;	Bacillus 
licheniformis	con	1,9	x108	cel/mL;	y	Rhodococcus yridinivorans	con	8,2	x108 cel/mL).

Se tomaron muestras cada 24 h, para medir el rendimiento de la biodegradación, de acuerdo 
al	método	gravimétrico	de	equipo	Soxhlet	3540	de	la	EPA.

5.- Cuantificación	de	la	cinética	de	crecimiento	y	biodegradación	de	los	hidrocarburos
Se tomó una muestra cada 24 h, para la medición del crecimiento microbiano mediante la 
técnica de diluciones y siembra por diseminación en agar Cetrimide para Pseudomonas e 
Hicrome	para	el	resto	de	bacterias,	entre	ellas	los	heterótrofos	viables	acompañantes	de	la	
flora	de	la	arcilla.

Las	pruebas	experimentales	confiables,	realizadas	para	la	biodegradación	de	hidrocarburos	
totales de petróleo, fueron dos procesos batch, durante un período de tiempo de 13 y 59 días, 
respectivamente. 

Figura 4. Reactor biológico de 5 L en acero inoxidable.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados del aislamiento y caracterización de las cepas son los siguientes:

• Rhodococcus Pyridinivorans: 
Se logró aislar esta bacteria del producto, caracterizándose por tener colonias puntiformes 
elevadas	con	bordes	lisos	y	una	coloración	parduzca	(figura	5).

• Pseudomonas Montielli: 
Las	colonias	son	circulares,	de	borde	liso,	mucosas	y	de	aspecto	húmedo	y	con	pigmentación	
verduzca	fosforescente	(figura	6).		

Figura 5. Rhodococcus pyridinivorans en un agar nutricio.

Figura 6. Pseudomonas montielli aislada en agar cetrimide.
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• Bacillus licheniformis: 
Las	 colonias	 de	 esta	 bacteria	 son	 de	 borde	 lobulado,	 ligeramente	 festoneado,	 superficie	
rugosa,	color	blanquecino	(figura	7).

Producción del consorcio bacteriano degradador
Se logró un consorcio microbiano con las concentraciones: Pseudomonas montielli con 3,4 
x108	cel/mL;	Bacillus licheniformis	con	1,9	x108	cel/mL;	y	Rhodococcus pyridinivorans con 
8,2	x108 cel/mL.

Cuantificación de la cinética de crecimiento y degradación de los hidrocarburos
Durante el desarrollo del proceso de degradación de la primera prueba experimental, se 
evidenció	un	aumento	de	las	cepas	del	consorcio	microbiano	a	partir	de	los	3	días;	el	cual	se	
extendió	hasta	el	día	10,	momento	desde	el	cual	se	estableció	un	crecimiento	estacionario	y	se	
evidenció una elevación del porcentaje de degradación de hidrocarburos presentes. También 
hubo un crecimiento de las bacterias heterótrofas viables, que son las que se encuentran 
en el medio ambiente, las cuales no interrumpieron en la actividad degradativa ya que su 
crecimiento no fue considerable con respecto al resto de bacterias del consorcio.

La muerte bacteriana se dio pasados los 13 días en la primera prueba experimental, iniciando 
primero con el género Rhodococcus y Pseudomonas;	 y	 manteniéndose	 la	 presencia	 del	
género Bacillus;	ya	que	estos	últimos	poseen	estructuras	de	permanencia	o	latencia	llamadas	
esporas	(figura	8).

Figura 7. Bacillus Licheniformis en agar nutricio.
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En la segunda prueba experimental, la muerte bacteriana se observó luego de 45 días, 
iniciándose primero con el género Rhodococcus y Bacillus;	y	manteniéndose	la	presencia	del	
género Pseudomonas	(figura	9).

Figura 8. Cinética	de	crecimiento	de	bacterias	en	UFC/mL	en	función	del	tiempo	de	la	
primera prueba experimental. (Elaboración propia).

Figura 9. Cinética	de	crecimiento	de	bacterias	en	UFC/mL	en	función	del	tiempo	de	la	
segunda prueba experimental. (Elaboración propia).
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La	 concentración	 de	 hidrocarburos	 totales	 de	 petróleo	 en	 gramos,	 se	 cuantificaron	 en	 el	
equipo	de	Soxhlet,	de	acuerdo	a	la	técnica	3540	de	la	EPA	y	la	medición	se	hizo	mediante	el	
método gravimétrico.

El	 rendimiento	 de	 biodegradación	 de	 hidrocarburos	 totales	 de	 petróleo	 (HTP),	 se	 realizó	
mediante la fórmula: 

En	la	biodegradación	de	los	HTP	en	la	primera	prueba	experimental	se	evidenció	una	elevada	
actividad	a	partir	de	los	9	días	de	actividad,	logrando	un	máximo	de	1,85	%	a	los	13	días.	En	
cuanto	a	la	degradación	de	los	HTP	de	la	segunda	prueba	experimental	se	obtuvo	una	elevada	
actividad	a	partir	de	los	8	días,	logrando	un	maximo	de	50	%	a	los	59	días	como	se	muestra	
en la tabla 1.

 

Figura 9. Cinética de crecimiento de bacterias en UFC/mL en función del tiempo de la 

segunda prueba experimental. (Elaboración propia). 

 

 

La concentración de hidrocarburos totales de petróleo en gramos, se cuantificaron en el 

equipo de Soxhlet, de acuerdo a la técnica 3540 de la EPA y la medición se hizo 

mediante el método gravimétrico.   

El rendimiento de biodegradación de hidrocarburos totales de petróleo (HTP), se 

realizó mediante la fórmula:  

(1 - Peso final) * 100 % 

                                                          Peso inicial 

 

En la biodegradación de los HTP en la primera prueba experimental se evidenció una 

elevada actividad a partir de los 9 días de actividad, logrando un máximo de 1,85 % a 

los 13 días. En cuanto a la degradación de los HTP de la segunda prueba experimental 

se obtuvo una elevada actividad a partir de los 8 días, logrando un maximo de 50 % a 

los 59 días como se muestra en la tabla 1. 

 

 

 

Tabla 1. Concentración de HTP (g) y % de biodegradación de los hidrocarburos totales 

de petróleo (HTP) en el tiempo de las dos pruebas experimentales. 

Tiempo 
(días) 

Concentración de 
HTP (g) – (% de 
biodegradación): 
1ra. Prueba 

Concentración de 
HTP (g) – (% de 
biodegradación): 
2da. Prueba 

0                   2.002                    1.961 

1 1.998 – (0.19)  

2  1.950 – (0.56) 

5  1.923 – (1.94) 

6 1.979 – (1.15)  

8  1.792 – (8.62) 

9 1.970 – (1.60)  

  13 1.965 – (1.85)  

15  1.615 – (17.64) 

21  1.506 – (23.20) 

45  1.021 – (47.93) 

59  0.987 – (49.67 = 50) 

 

Se obtuvo una reducción de menos del 2 % de hidrocarburos totales de petróleo en la 

primera prueba experimental con una dilución de arcilla: agua de 1:1, mientras que en la 

segunda con una dilución en arcilla: agua de 1:3, se obtuvo un 50 % de biodegradación 

del aceite lubricante usado que se encuentra en la arcilla contaminada. 

Se concluye que la segunda prueba experimental, realizada durante 59 días, se obtuvo 

un mejor resultado de biodegradación de 50 %, en comparación con la primera prueba 

experimental realizada en 13 días, se obtuvo menos del 2 % de biodegradación de 

hidrocarburos totales de petróleo.  

Nuestros resultados son bastante alentadores cuando comparados a los obtenidos por 

Lee et al. (2006), después de 105 días, se obtuvo una reducción de 42-51 % de 

hidrocarburos totales de petróleo; en el caso de Xu et al. (2013), después de 18 días se 

redujo en 53 %; y Karamalidis et al. (2010), después de 191 días se obtuvo una 

reducción de 94 %, a diferentes condiciones de operación. 

Figura 1. Concentración	de	HTP	(g)	y	%	de	biodegradación	de	los	hidrocarburos	totales	de	
petróleo	(HTP)	en	el	tiempo	de	las	dos	pruebas	experimentales.
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Se obtuvo una reducción de menos del 2 % de hidrocarburos totales de petróleo en la primera 
prueba experimental con una dilución de arcilla: agua de 1:1, mientras que en la segunda 
con	una	dilución	en	arcilla:	agua	de	1:3,	 se	obtuvo	un	50	%	de	biodegradación	del	aceite	
lubricante usado que se encuentra en la arcilla contaminada.

Se concluye que la segunda prueba experimental, realizada durante 59 días, se obtuvo un mejor 
resultado	de	biodegradación	de	50	%,	en	comparación	con	la	primera	prueba	experimental	
realizada en 13 días, se obtuvo menos del 2 % de biodegradación de hidrocarburos totales 
de petróleo. 

Nuestros resultados son bastante alentadores cuando comparados a los obtenidos por Lee 
et al.	 (2006),	después	de	105	días,	 se	obtuvo	una	 reducción	de	42-51	%	de	hidrocarburos	
totales	de	petróleo;	en	el	caso	de	Xu	et al. (2013),	después	de	18	días	se	redujo	en	53	%;	y	
Karamalidis	et	al.	(2010),	después	de	191	días	se	obtuvo	una	reducción	de	94	%,	a	diferentes	
condiciones de operación.

CONCLUSIONES

	 Para	el	presente	estudio,	 se	puede	concluir	que	se	obtuvo	una	 reducción	del	50	%	de	
hidrocarburos	totales	de	petróleo,	lo	que	va	a	influir	en	la	eliminación	de	los	contaminantes	
de la arcilla, lo que permitirá preservar el medio ambiente. 

 El método empleado permite reutilizar la arcilla contaminada y, por consiguiente, reducir 
la cantidad de recursos no renovables empleados en el tratamiento de aceites lubricantes 
contaminados. 
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ALTERNATIVAS DE PRETRATAMIENTO TEXTIL: MÉTODO 
INTEGRADO DE DESCRUDE-BLANQUEO Y BLANQUEO 

QUÍMICO-ENZIMÁTICO, EVALUACIÓN Y COMPARACIÓN 
CON EL MÉTODO CLÁSICO

Beatriz Orcón Basilio*1,	Mariel	Giraldo	Borja2,	Eduardo	Flores	Rúa3, 
Anthony Ynca Berrospi4

RESUMEN

En	la	Universidad	Nacional	de	Ingeniería	(Laboratorio	Textil	N°	24)	se	realizaron	ensayos	
de pretratamiento para descrude y blanqueo, utilizando como materia prima un tejido de 
ligamento	jersey	elaborado	con	algodón	Pima	de	título	30/1	Ne.	Se	desarrollaron	los	procesos	
de	descrude	y	blanqueo	para	la	obtención	de	un	material	hidrófilo	con	un	grado	de	blancura	
tal que permita el óptimo teñido de blancos y colores claros. Los ensayos de pre tratamiento 
se desarrollaron haciendo uso de material de vidrio diverso y agitación manual, mientras 
que el proceso de tintura se realizó en una máquina Conmatex con movimiento vertical. 
Para	 evaluar	 el	 grado	 de	 blanco,	 se	 utilizó	 el	 espectrofotómetro	Datacolor	 550,	 software	
Color Tools versión: 1.1.1. Se realizaron tres procesos de blanqueo: clásico o referencial, que 
consiste	en	descrude	y	blanqueo	separados;	 integrado,	que	considera	descrude	y	blanqueo	
en	un	solo	baño;	y	enzimático,	donde	la	enzima	activa	la	formación	de	peróxido,	con	fase	
previa de descrude. Al evaluar absorción y capilaridad, se concluye que el método enzimático 
tiene resultados similares a los del método clásico, pero mejores que el integrado. La pérdida 
de peso de los métodos clásico y enzimático es mayor que el método integrado debido a la 
fase previa de descrude. Los mejores valores para grado de blancura los registró el método 
clásico seguido del método enzimático y la prueba de teñido comprueba que el color obtenido 
mediante	ambos	métodos	está	en	un	rango	aceptable.	El	impacto	en	los	efluentes	medido	a	
través del DBO5 registró valores menores para el método enzimático. 

Palabras clave:	algodón,	descrude,	blanqueo,	absorción,	capilaridad,	efluentes.

1	Facultad	de	Ingeniería	Química	y	Textil,	Universidad	Nacional	de	Ingeniería,	Av.	Túpac	Amaru	210,	Rímac,	
Lima-Perú,	borcon@uni,edu.pe

2	Facultad	de	Ingeniería	Química	y	Textil,	Universidad	Nacional	de	Ingeniería
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TEXTILE PRETREATMENT ALTERNATIVES: INTEGRATED 
METHOD OF SCOURING-BLEACHING AND CHEMICAL-

ENZYMATIC BLEACHING, EVALUATION AND COMPARISON 
WITH THE CLASSICAL METHOD

ABSTRACT

Pretreatments	were	made	to	a	Pima	cotton	jersey	knit	with	yarn	number	Ne	30/1,	with	two	
processes:	scouring	and	bleaching	to	obtain	a	hydrophilic	material	with	a	whiteness	degree	
that	allows	dyeing	of	light	colors	and	whites.	The	trials	were	developed	at	a	laboratory	level	
at	 the	National	University	 of	Engineering	 (Textile	Laboratory	No.	 24)	 using	beakers	 and	
manual	agitation,	dyeing	was	executed	on	the	Conmatex	machine	with	vertical	movement	
and	 to	 evaluate	 the	 degree	 of	whiteness,	 the	 spectrophotometer	 (Datacolor	 550,	 software	
Color	Tools	versión:	1.1.1)	was	used.	Three	bleaching	processes	were	carried	out:	classical		
(referential) consisting of separate scouring and bleaching stages, integrated  that considers 
scouring	 and	 bleaching	 in	 a	 single	 bath	 and	 enzymatic	 where	 the	 enzyme	 activates	 the	
formation of peroxide and has a previous scouring phase. When evaluating absorption and 
capillarity, it is concluded that the enzymatic method has similar results to those of the 
classical	method	and	better	results	than	the	integrated	method.	The	weight	loss	of	classical	
and enzymatic methods is greater than the integrated method due to the previous scouring 
phase.	The	best	values	for	the	degree	of	whiteness	were	achieved	by	the	classical	method	
followed	by	the	enzymatic	method	and	the	dyeing	test	proves	that	the	colors	obtained	from	
both	methods	are	within	an	acceptable	range.	The	impact	on	the	effluents	measured	through	
BOD5	registered	lower	values	for	the	enzymatic	method.

Key words:	cotton,	scouring,	bleaching,	absorption,	capillarity,	effluents.

INTRODUCCIÓN

El	algodón	es	la	fibra	natural	de	mayor	importancia	mundial	como	sustrato	textil,	con	él	se	
producen prendas de vestir, artículos para el hogar y productos industriales, su importancia 
ha	decaído	con	la	aparición	de	las	fibras	sintéticas,	sin	embargo,	aún	representa	más	del	50	
%	de	las	prendas	de	vestir.	Para	muchos	tipos	de	prendas,	una	prenda	de	100	%	algodón	es	
señal de calidad garantizada1.

La	fibra	de	algodón	está	compuesta	por	paredes	celulares	secas	de	células	vegetales	muertas.	
Luego del desmotado y limpieza mecánica se obtiene aproximadamente 95 % de celulosa. 
La	 celulosa	 en	 el	 algodón	 tiene	 estructura	 de	 polímero	 lineal	 de	 β-D-glucopiranosa.	 Los	
constituyentes no celulósicos generalmente se encuentran en la cutícula, pared primaria y 
lumen, estos constituyentes son: proteínas (1,3 %), sustancias pécticas (1,9 %), cenizas (1,2 %), 
ceras	(0,6	%),	azúcares	(0,3	%),	ácidos	orgánicos	(0,8%),	trazas	de	pigmentos	y	otros	como	
motas y residuos de semillas y hojas (1,4 %)2.
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El	proceso	purificador	del	algodón	es	el	descrude	alcalino,	que	se	realiza	previo	al	teñido.	
Aquí se eliminan componentes no celulósicos del algodón e impurezas agregadas: lubricantes 
y	aceites.	La	fibra	absorbe	el	álcali,	éste	neutraliza	el	grupo	carboxilo	en	la	celulosa	y	en	las	
pectinas. Los grupos hidroxilos en las unidades de glucosa en la celulosa son débilmente 
ácidos	por	lo	que	favorecen	el	aumento	de	la	concentración	del	álcali	en	la	fibra	y	se	ataca	
intensamente	a	las	impurezas.	El	descrude	proporciona	hidrofilidad	al	sustrato	por	acción	del	
álcali y tensoactivos. Actualmente, se usa el hidróxido de sodio para el descrude que elimina 
impurezas,	pero	también	degrada	la	fibra	bajo	condiciones	severas	creando	fisuras	en	ellas	
o disolviendo la cutícula o pared primaria. Estos cambios en el algodón resultan en pérdida 
de	peso	(5-10	%)	y	longitud,	alteración	en	el	título	del	hilo	y	cambios	en	la	resistencia	a	la	
tracción (usualmente un aumento)3.

El blanqueo clásico utiliza peróxido de hidrógeno en forma de anión perhidroxi en medio 
acuoso	alcalino	(pH	10,5-10,8),	este	anión	reacciona	con	los	pigmentos	naturales	y	los	oxida4. 
El descrude y blanqueo se realizan en etapas separadas con alto consumo de energía debido a 
las altas temperaturas necesarias. Para reducir el consumo de energía, se combinan etapas, se 
reduce el tiempo de reacción o se usan activadores de peróxido a menores temperaturas. La 
integración de procesos considera productos que potencien la formulación tal que mejoren la 
remoción y decoloración de impurezas3.

El uso de enzimas para el pretratamiento textil tiene ventajas en comparación a los procesos 
anteriores,	se	usan	como	catalizadores	a	bajas	temperaturas,	con	valores	de	pH	cercanos	al	
neutro, son biodegradables y el impacto ambiental es 25 % menor que un proceso clásico 
de blanqueo. En el mecanismo del blanqueo químico enzimático, una enzima del tipo aril-
esterasa	 (Invazyme	 LTE)	 actúa	 como	 catalizador	 para	 la	 formación	 del	 perácido,	 quien	
libera	el	oxígeno	activo	(agente	de	blanqueo)	que	reacciona	con	la	fibra	para	blanquearla.	Se	
muestra	la	ecuación	química	con	la	cual	se	trabaja	este	método	en	la	figura	14.

 

 
 

Figura 1. Ecuación del blanqueo enzimático4 
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En trabajos anteriores, que analizaron la factibilidad de un tratamiento enzimático para 

los tres procesos previos: desencolado (aplicable solo a tejidos planos para la remoción 

de la goma de los hilos de urdimbre), descrude y blanqueo con el uso de una mezcla de 

enzimas como las amilasas, pectinasas y glucosa oxidasas, el peróxido de hidrógeno se 

producía enzimáticamente a partir del agente de encolado. Luego, se convertía en la 

forma de ácido per acético para el blanqueo del tejido de algodón. Sin embargo, el 

grado de blanco fue medio, pero el grado de absorción fue bueno5.  

Una de las características más importantes de un efluente es la cantidad de oxígeno 

necesario para estabilizar, esta cantidad es la demanda bioquímica de oxígeno y es la 

cantidad de oxígeno requerido para estabilizar el efluente en la presencia de bacterias 

que consumen los contaminantes químicos6. 

Figura 1. Ecuación del blanqueo enzimático4.
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En trabajos anteriores, que analizaron la factibilidad de un tratamiento enzimático para los 
tres procesos previos: desencolado (aplicable solo a tejidos planos para la remoción de la 
goma de los hilos de urdimbre), descrude y blanqueo con el uso de una mezcla de enzimas 
como las amilasas, pectinasas y glucosa oxidasas, el peróxido de hidrógeno se producía 
enzimáticamente a partir del agente de encolado. Luego, se convertía en la forma de ácido per 
acético para el blanqueo del tejido de algodón. Sin embargo, el grado de blanco fue medio, 
pero el grado de absorción fue bueno5. 

Una	de	las	características	más	importantes	de	un	efluente	es	la	cantidad	de	oxígeno	necesario	
para estabilizar, esta cantidad es la demanda bioquímica de oxígeno y es la cantidad de 
oxígeno	requerido	para	estabilizar	el	efluente	en	la	presencia	de	bacterias	que	consumen	los	
contaminantes químicos6.

En la actualidad existen enzimas que pueden reemplazar los procesos de descrude y blanqueo 
con	resultados	similares	a	los	procesos	clásicos,	y	que	significan	una	buena	alternativa	para	
la reducción de la contaminación7.

PARTE EXPERIMENTAL

Muestra
Tejido	crudo	de	ligamento	Jersey,	con	algodón	Pima	título	30/1	Ne,	de	gramaje	150	g/m2, 
título	Ne	30/1.	

Condiciones del proceso
Relación de baño 1:15, que se utilizó debido a que no se contaba con material de vidrio para 
trabajar	relaciones	de	baño	menores.	Peso	del	sustrato:	10	gramos.

Medio	de	calentamiento	y	ensayo:	Plancha	calefactoras	con	temperatura	graduada,	vasos	de	
precipitados de vidrio y agitación manual.

Método clásico de descrude y blanqueo
Se utilizó este método como estándar a motivo de comparación con el método integrado 
(utilizado actualmente en plantas textiles) y el enzimático (propuesta alternativa ecoamigable). 
Se inicia con el descrude y a continuación el blanqueo, en ambas etapas se pre calienta 
la	solución	a	50	°C	(para	disminuir	 la	 tensión	superficial	del	agua	y	 facilitar	que	el	 textil	
se	 sumerja),	 se	 agrega	 el	 sustrato	 y	 se	 eleva	 la	 temperatura	 a	 98	 ºC	 a	 razón	de	 3ºC/min,	
manteniéndola por 45 min. Para la eliminación del peróxido residual, se utiliza la enzima 
Catalasa	al	0,5	g/l	(Globolase	OH-N).
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En la actualidad existen enzimas que pueden reemplazar los procesos de descrude y 

blanqueo con resultados similares a los procesos clásicos, y que significan una buena 

alternativa para la reducción de la contaminación7. 

 

PARTE EXPERIMENTAL 
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Tejido crudo de ligamento Jersey, con algodón Pima título 30/1 Ne, de gramaje 150 

g/m2, título Ne 30/1.  
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para trabajar relaciones de baño menores. Peso del sustrato: 10 gramos. 
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vasos de precipitados de vidrio y agitación manual. 

 

Método clásico de descrude y blanqueo 

Se utilizó este método como estándar a motivo de comparación con el método integrado 

(utilizado actualmente en plantas textiles) y el enzimático (propuesta alternativa 

ecoamigable). Se inicia con el descrude y a continuación el blanqueo, en ambas etapas 
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residual, se utiliza la enzima Catalasa al 0,5 g/l (Globolase OH-N). 

 

 
Figura 2. Curva de descrude  Figura 2. Curva de descrude.

Tabla 1. Receta de descrude 

PRODUCTO FUNCIÓN CANTIDAD 

Kieralon Wash MFB Humectante 1,5 g/l 

Felosan NFGT Detergente 3,5 g/l 

Hidróxido de Sodio 50ºBe Álcali 4,0 g/l 

 

 
Figura 3. Curva de blanqueo clásico 

Tabla 2. Receta de blanqueo clásico 

PRODUCTO FUNCIÓN CANTIDAD 

Peróxido de Hidrógeno al 30% Agente de blanqueo 8 cc/l 

Felosan NFGT Detergente 1 cc/l 

Hidróxido de Sodio 50º Be Álcali 4 g/l 

Estabilizador SIFA Estabilizador de peróxido 2 cc/l 

 

Método integrado 

Se trabaja el descrude y blanqueo en un mismo baño con álcali y peróxido, los % de 

ambos sobre el peso del sustrato.  Se agrega el álcali a 40°C y el textil y se mantiene por   
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Figura 3. Curva de blanqueo clásico.
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Tabla 1. Receta de descrude 

PRODUCTO FUNCIÓN CANTIDAD 

Kieralon Wash MFB Humectante 1,5 g/l 

Felosan NFGT Detergente 3,5 g/l 

Hidróxido de Sodio 50ºBe Álcali 4,0 g/l 

 

 
Figura 3. Curva de blanqueo clásico 

Tabla 2. Receta de blanqueo clásico 

PRODUCTO FUNCIÓN CANTIDAD 

Peróxido de Hidrógeno al 30% Agente de blanqueo 8 cc/l 

Felosan NFGT Detergente 1 cc/l 

Hidróxido de Sodio 50º Be Álcali 4 g/l 
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Método integrado 

Se trabaja el descrude y blanqueo en un mismo baño con álcali y peróxido, los % de 

ambos sobre el peso del sustrato.  Se agrega el álcali a 40°C y el textil y se mantiene por   

Tabla 2. Receta de blanqueo clásico.

Método integrado
Se trabaja el descrude y blanqueo en un mismo baño con álcali y peróxido, los % de ambos 
sobre	el	peso	del	sustrato.	Se	agrega	el	álcali	a	40°C	y	el	textil	y	se	mantiene	por	2	minutos,	
elevándose	 la	 temperatura	 a	 60°C	para	 ingresar	 el	 peróxido.	Se	 eleva	 la	 temperatura	 con	
gradiente	 de	 3°C/min	 hasta	 98°C	 donde	 se	mantiene	 por	 30	min.	 Este	 baño	 trabaja	 con	
humectante, detergente y estabilizador. 

Figura 4. Curva de blanqueo integrado.

2 minutos, elevándose la temperatura a 60°C para ingresar el peróxido. Se eleva la 

temperatura con gradiente de 3°C/min hasta 98°C donde se mantiene por 30 min. Este 

baño trabaja con humectante, detergente y estabilizador.  

 
Figura 4. Curva de blanqueo integrado 

 

Tabla 3. Receta del método integrado 

PRODUCTO FUNCIÓN CANTIDAD 

Hidróxido de sodio 50º Be Álcali 4 % 

Peróxido de hidrógeno (30%) Agente de blanqueo 7 % 

Hostapal RMN  Humectante 1,5 % 

Felosan NFGT Detergente 1,5 % 

Estabilizador SIFA Estabilizador de peróxido 1,5 % 

 

Método químico - enzimático 

Consiste en dos etapas, descrude y luego blanqueo enzimático, en baños diferentes. Se 

trabaja con la enzima de tipo aril-esterasa, que actúa como catalizador para la formación 

del perácido, que libera oxígeno activo y oxida los pigmentos coloreados de la fibra 

para blanquearla. El método trabaja con menor concentración de peróxido de hidrógeno 

y soda cáustica en comparación con el método clásico. Para el blanqueo se agrega 

detergente, álcali (soda ash), activador de peróxido, peróxido de hidrógeno, y enzima 

catalizadora. Se precalienta a 40°C, se agrega el textil y se eleva la temperatura a 65°C 

con gradiente de 2°C/min. Luego de 30 minutos, se agrega hidróxido de sodio 1,2 g/l y 

se eleva la temperatura a 98°C con gradiente de 1,5 °C / min., se mantiene por 20 
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baño trabaja con humectante, detergente y estabilizador.  

 
Figura 4. Curva de blanqueo integrado 

 

Tabla 3. Receta del método integrado 

PRODUCTO FUNCIÓN CANTIDAD 

Hidróxido de sodio 50º Be Álcali 4 % 

Peróxido de hidrógeno (30%) Agente de blanqueo 7 % 

Hostapal RMN  Humectante 1,5 % 

Felosan NFGT Detergente 1,5 % 

Estabilizador SIFA Estabilizador de peróxido 1,5 % 

 

Método químico - enzimático 

Consiste en dos etapas, descrude y luego blanqueo enzimático, en baños diferentes. Se 

trabaja con la enzima de tipo aril-esterasa, que actúa como catalizador para la formación 

del perácido, que libera oxígeno activo y oxida los pigmentos coloreados de la fibra 

para blanquearla. El método trabaja con menor concentración de peróxido de hidrógeno 

y soda cáustica en comparación con el método clásico. Para el blanqueo se agrega 

detergente, álcali (soda ash), activador de peróxido, peróxido de hidrógeno, y enzima 

catalizadora. Se precalienta a 40°C, se agrega el textil y se eleva la temperatura a 65°C 

con gradiente de 2°C/min. Luego de 30 minutos, se agrega hidróxido de sodio 1,2 g/l y 

se eleva la temperatura a 98°C con gradiente de 1,5 °C / min., se mantiene por 20 

Tabla 3. Receta del método integrado.
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Método químico - enzimático
Consiste en dos etapas, descrude y luego blanqueo enzimático, en baños diferentes. Se trabaja 
con	la	enzima	de	tipo	aril-esterasa,	que	actúa	como	catalizador	para	la	formación	del	perácido,	
que	 libera	 oxígeno	 activo	 y	 oxida	 los	 pigmentos	 coloreados	 de	 la	fibra	 para	 blanquearla.	
El método trabaja con menor concentración de peróxido de hidrógeno y soda cáustica en 
comparación con el método clásico. Para el blanqueo se agrega detergente, álcali (soda ash), 
activador	de	peróxido,	peróxido	de	hidrógeno,	y	enzima	catalizadora.	Se	precalienta	a	40°C,	
se	agrega	el	textil	y	se	eleva	la	temperatura	a	65°C	con	gradiente	de	2°C/min.	Luego	de	30	
minutos,	se	agrega	hidróxido	de	sodio	1,2	g/l	y	se	eleva	la	temperatura	a	98°C	con	gradiente	
de	1,5	°C	/	min.,	se	mantiene	por	20	minutos.	Luego,	en	baño	nuevo,	se	agrega	catalasa	0,5	
g/l para eliminar el peróxido residual. 

minutos. Luego, en baño nuevo, se agrega catalasa 0,5 g/l para eliminar el peróxido 

residual.  

 
Figura 5. Curva de blanqueo químico-enzimático 

 

Tabla 4. Receta del método químico-enzimático 

PRODUCTO FUNCIÓN CANTIDAD 

Clarite One Detergente 1,5 g/l 

Carbonato de sodio (soda ash) Álcali 2 g/l 

Invatex LTA Activador de peróxido 3 g/l 

Peróxido de hidrógeno (30%) Agente de blanqueo 6 cc/l 

Invazyme LTE  Enzima catalizadora 1 g/l 

Hidróxido de sodio 50º Be Álcali 1,2 g/l 

Globolase OH-N Enzima catalasa 0,5 g/l 

 

Neutralizado 

Posterior a los baños de descrude y blanqueo se realiza un neutralizado con ácido 

acético glacial a 0,5 g/l a 40°C, seguido por enjuagues en caliente y frío.  

 

Eliminación del peróxido residual 

Posterior a los baños que usan peróxido de hidrógeno, se realiza la conversión hacia 

agua y oxígeno mediante el uso de 0,5 g/l de catalasa y enjuagues en tibio y frío. 

minutos. Luego, en baño nuevo, se agrega catalasa 0,5 g/l para eliminar el peróxido 

residual.  
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Invazyme LTE  Enzima catalizadora 1 g/l 

Hidróxido de sodio 50º Be Álcali 1,2 g/l 

Globolase OH-N Enzima catalasa 0,5 g/l 

 

Neutralizado 

Posterior a los baños de descrude y blanqueo se realiza un neutralizado con ácido 

acético glacial a 0,5 g/l a 40°C, seguido por enjuagues en caliente y frío.  

 

Eliminación del peróxido residual 

Posterior a los baños que usan peróxido de hidrógeno, se realiza la conversión hacia 

agua y oxígeno mediante el uso de 0,5 g/l de catalasa y enjuagues en tibio y frío. 

Figura 5. Curva de blanqueo químico-enzimático.

Tabla 4. Receta del método químico-enzimático.
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Neutralizado
Posterior a los baños de descrude y blanqueo se realiza un neutralizado con ácido acético 
glacial	a	0,5	g/l	a	40°C,	seguido	por	enjuagues	en	caliente	y	frío.	

Eliminación del peróxido residual
Posterior a los baños que usan peróxido de hidrógeno, se realiza la conversión hacia agua y 
oxígeno	mediante	el	uso	de	0,5	g/l	de	catalasa	y	enjuagues	en	tibio	y	frío.

Prueba de teñido
Las muestras pre tratadas y blanqueadas son teñidas con colorante reactivo Azul Everzol 
SAM	con	una	relación	de	baño	1:15.	La	temperatura	inicia	a	40°C,	en	presencia	de	auxiliares	
(secuestrante,	Sirrix	1g/l;	humectante,	Hostapal	HRM	1g/l).	Después	de	10	min	se	adiciona	
el	colorante,	1	%	sobre	el	peso	del	sustrato.	Luego	del	mismo	tiempo,	para	fijar	el	colorante,	
se	adiciona	una	décima	parte	de	carbonato,	elevando	la	temperatura	a	razón	de	1,5	°C/min	
hasta	a	los	60°C.	Luego	de	intervalos	de	veinte	minutos,	se	adiciona	el	resto	de	carbonato	
en	partes	de	 tres	y	seis	décimos,	para	permanecer	en	agitación	durante	45-60	minutos.	El	
proceso concluye con el respectivo neutralizado y enjuagues varios.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Demanda bioquímica de oxígeno (DBO5)
Es la cantidad de oxígeno en mg/l necesaria para descomponer la materia orgánica presente 
mediante acción de los microorganismos aerobios presentes en el agua.
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para fijar el colorante, se adiciona una décima parte de carbonato, elevando la 

temperatura a razón de 1,5 °C/min hasta a los 60°C. Luego de intervalos de veinte 
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permanecer en agitación durante 45-60 minutos. El proceso concluye con el respectivo 

neutralizado y enjuagues varios. 

 
Figura 6. Curva de teñido con colorantes reactivos 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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Integrado 1179 

Clásico 717 

Enzimático 519 
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Figura 6. Curva de teñido con colorantes reactivos.

Tabla 5. Tabla comparativa de DBO5.
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La DBO del baño residual del blanqueo enzimático es la menor de los tres métodos, lo que 
indica que el consumo del oxígeno disuelto por la materia orgánica presente en el baño es el 
menor ya que existe menor presencia de materia orgánica en el baño residual. 

La DBO del baño residual del método integrado es la mayor de los tres debido a que hay una 
combinación de dos procesos: descrude y blanqueo en un mismo baño, altamente alcalino 
que provocan mayor presencia orgánica descompuesta en el baño. 

Grado de blancura
Haciendo	 uso	 del	 espectrofotómetro	 DATACOLOR,	 que	 mide	 los	 valores	 triestímulos,	
obtenemos el valor de blancura medido en grados Berger.

La tabla 6 muestra el resultado del grado de blanco para los tres métodos de pretratamiento.

Se	observa	en	la	figura	7	que	la	curva	longitud	de	onda	vs	reflectancia	es	muy	similar	para	los	
descrudes clásico y enzimático, dando un grado de blanco aceptable. 

Figura 7. Longitud	de	onda	vs	reflectancia:	
----- Clásico, ---- Integrado, ---- Enzimático

Tabla 6. Tabla	comparativa	del	grado	de	blancura	en	°Be.
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Tabla 7. Descripción del blanco en la escala CIELab.

Tabla 8. Tabla	comparativa	de	pH.

Tabla 9. Tabla comparativa del porcentaje en pérdida de peso total incluyendo descrude.

Tabla 7. Descripción del blanco en la escala CIELab 

ESTÁNDAR LOTE LECTURA CIE Lab DESCRIPCIÓN 

Clásico Enzimático Pasa 
Más claro, más verde y más 

amarillo 

Clásico Integrado Falla 
Más oscuro, más verde y más 

amarillo 

 

Medida del pH 

La medición del pH se realizó en la etapa del blanqueo para los tres métodos después de 

terminado el proceso, es decir, en la etapa final considerando las dosificaciones de 

carbonato y soda posteriormente, en los casos que aplica. 

 

Tabla 8. Tabla comparativa de pH 

MÉTODO pH 

Integrado 11 

Clásico 12 

Enzimático 9 

 

Evaluación del grado de descrude 

 

Determinación de la pérdida de peso 

Se realizó la evaluación a los tres procedimientos de blanqueo, aplicando lo siguiente: 

 

%	𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃	𝑝𝑝𝑃𝑃𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑃𝑃 = 	
𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃,-./0	1/2	1/03451/ − 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃1/075é0	1/2	1/03451/

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃,-./0	1/2	1/03451/
(100%) 
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Medida del pH
La	medición	del	pH	se	realizó	en	 la	etapa	del	blanqueo	para	 los	 tres	métodos	después	de	
terminado	el	proceso,	es	decir,	en	la	etapa	final	considerando	las	dosificaciones	de	carbonato	
y soda posteriormente, en los casos que aplica.

Evaluación del grado de descrude

Determinación de la pérdida de peso
Se realizó la evaluación a los tres procedimientos de blanqueo, aplicando lo siguiente:

 

Tabla 9. Tabla comparativa del porcentaje en pérdida de peso total incluyendo descrude 

MÉTODO 
PESO  

INICIAL 

PESO  

FINAL 

% PÉRDIDA DE 

PESO BLANQUEO 

% PÉRDIDA  

DE PESO TOTAL 

Enzimático 10,00 9,808 1,25 4,13 

Integrado 10,00 9,653 2,78 2,78 

Clásico 10,00 9,761 1.75 4,63 

 

Prueba de absorción (Hidrofilidad: Norma AATCC TM 79 – 2014) 

Este método está diseñado para medir la absorción de soluciones en los sustratos 

textiles, mediante el tiempo que tarda una gota de agua con colorante en la superficie 

del tejido, para ser absorbida completamente. Según esta norma, la muestra se coloca en 

la parte superior de un vaso de precipitado, dejando caer una gota a 1cm de la superficie 

del tejido. Se adaptó el método colocando la tela sin tensión sobre un vaso de 

precipitados fijado con una liga para evitar las arrugas. Se midió el tiempo que la gota 

se absorbe en el tejido.  

 

Tabla 10. Comparación del tiempo de absorción de una gota de agua 

MÉTODO TIEMPO DE ABSORCIÓN (SEG.) 

Integrado 2 

Enzimático 1 

Clásico 1 

 

Prueba de capilaridad (Capilaridad: NORMA AATCC 197-2013) 

Este método se usa para evaluar la facilidad con la que una solución se transporta a lo 

largo del sustrato textil. Se coloca la tela de forma vertical, en sentido de las columnas o 

cursas (tejido de punto) y se permite el ascenso del agua con colorante, midiendo la 

altura que alcanza sobre la tela a los 30 minutos. Se trabajó con una tela de 5cm de 
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Tabla 10. Comparación del tiempo de absorción de una gota de agua.

Prueba de absorción	(Hidrofilidad:	Norma	AATCC	TM	79	–	2014)
Este método está diseñado para medir la absorción de soluciones en los sustratos textiles, 
mediante	el	tiempo	que	tarda	una	gota	de	agua	con	colorante	en	la	superficie	del	tejido,	para	
ser	absorbida	completamente.	Según	esta	norma,	la	muestra	se	coloca	en	la	parte	superior	de	
un	vaso	de	precipitado,	dejando	caer	una	gota	a	1cm	de	la	superficie	del	tejido.	Se	adaptó	el	
método	colocando	la	tela	sin	tensión	sobre	un	vaso	de	precipitados	fijado	con	una	liga	para	
evitar las arrugas. Se midió el tiempo que la gota se absorbe en el tejido. 

Prueba de capilaridad (Capilaridad:	NORMA	AATCC	197-2013)
Este método se usa para evaluar la facilidad con la que una solución se transporta a lo largo 
del sustrato textil. Se coloca la tela de forma vertical, en sentido de las columnas o cursas 
(tejido de punto) y se permite el ascenso del agua con colorante, midiendo la altura que 
alcanza	sobre	la	tela	a	los	30	minutos.	Se	trabajó	con	una	tela	de	5cm	de	ancho	y	10	cm	de	
alto y se sumergió en una solución de colorante reactivo Turqueza Everzol ED. 

Evaluación de tintura
Se trabajó la misma receta de teñido a las mismas condiciones en los tres métodos de 
blanqueo: Clásico-Integrado-Enzimático. 

Se realizaron pruebas en el espectrofotómetro DATACOLOR, para poder revisar la 
reproducibilidad de color, tomando como estándar el teñido del método clásico.
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precipitados fijado con una liga para evitar las arrugas. Se midió el tiempo que la gota 

se absorbe en el tejido.  

 

Tabla 10. Comparación del tiempo de absorción de una gota de agua 

MÉTODO TIEMPO DE ABSORCIÓN (SEG.) 

Integrado 2 
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Prueba de capilaridad (Capilaridad: NORMA AATCC 197-2013) 

Este método se usa para evaluar la facilidad con la que una solución se transporta a lo 

largo del sustrato textil. Se coloca la tela de forma vertical, en sentido de las columnas o 

cursas (tejido de punto) y se permite el ascenso del agua con colorante, midiendo la 

altura que alcanza sobre la tela a los 30 minutos. Se trabajó con una tela de 5cm de 

ancho y 10 cm de alto y se sumergió en una solución de colorante reactivo Turqueza 

Everzol ED.  

 

 

Tabla 11. Comparación del ascenso de agua con colorante en los tres métodos  

MÉTODO ASCENSO DE COLOR (cm) 

Enzimático 8,90 

Clásico 8,50 

Integrado 7,30 

 

Evaluación de tintura 

Se trabajó la misma receta de teñido a las mismas condiciones en los tres métodos de 

blanqueo: Clásico-Integrado-Enzimático.  

Se realizaron pruebas en el espectrofotómetro DATACOLOR, para poder revisar la 

reproducibilidad de color, tomando como estándar el teñido del método clásico. 

 

Tabla 12. Descripción de los resultados en función al valor CIE Lab   

ESTÁNDAR LOTE 
Lectura 

CieLab 
DESCRIPCIÓN LOTE 

Clásico Enzimático Pasa Más oscuro, más verde y más azul 

Clásico Integrado Falla Más oscuro, más verde y más amarillo 

 

Tabla 13. Tabla de diferencia de color total CIE Lab 

LOTE CIE Da CIE Db CIE DC CIE DH CIE DE LECTURA 

Enzimático -0,06 -0,43 0,43 0,07 0,22 Pasa 

Integrado -0,03 0,35 -0,33 -0,13 0,37 Pasa 

Tabla 11. Comparación del ascenso de agua con colorante en los tres métodos.
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ancho y 10 cm de alto y se sumergió en una solución de colorante reactivo Turqueza 

Everzol ED.  
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Figura 8. Espacio de color CIE LAB.

 
Figura 8.  Espacio de color CIE LAB 

 

CONCLUSIONES 
- El método clásico obtuvo un grado de blanco de 78,18 °Be, el cual es casi un punto 

superior al del método de descrude/blanqueo enzimático. Por otro lado, el método 

integrado resulta con un grado de blanco de 71,28 °Be. Adicionalmente se evaluaron las 

muestras con la escala CIELab, tomando como estándar el blanco obtenido con el 

método clásico. Se concluye que el método descrude/blanqueo enzimático es aceptable 

como alternativa para colores claros y blancos ópticos y por el contrario el blanco 

obtenido con el método integrado solo para tonos medios. 

- Con los resultados de DBO5 se concluye que el proceso de pretratamiento con el 

método enzimático tiene un impacto ambiental menor al método clásico, ya que es 27 % 

menor que éste, y más del 100 % menor que el del método integrado.  

- Una preocupación de las empresas textiles, es el alto % de mermas, que implica costos 

por pérdidas de material. El método descrude/blanqueo enzimático resulta con una 

pérdida de peso total de 4,13 % y solo en el proceso de blanqueo, su pérdida de peso es 

de 1,25 %. El menor valor para pérdida de peso total, lo registra el blanqueo integrado. 

El método clásico referencial, solo para el grado de blancura, registra una pérdida de 

peso del 4,63 % total y 1,75 % por el blanqueo. Se concluye que el blanqueo enzimático 

favorece la conservación de la masa celulósica en la fase de blanqueo. 

- Los mejores valores de grado de absorción y capilaridad fueron los correspondientes a 

los métodos descrude/blanqueo enzimático y al clásico, lo que significa que el grado de 
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CONCLUSIONES

El	método	clásico	obtuvo	un	grado	de	blanco	de	78,18	°Be,	el	cual	es	casi	un	punto	superior	
al del método de descrude/blanqueo enzimático. Por otro lado, el método integrado resulta 
con	un	grado	de	blanco	de	71,28	°Be.	Adicionalmente	se	evaluaron	las	muestras	con	la	escala	
CIELab, tomando como estándar el blanco obtenido con el método clásico. Se concluye que 
el método descrude/blanqueo enzimático es aceptable como alternativa para colores claros y 
blancos ópticos y por el contrario el blanco obtenido con el método integrado solo para tonos 
medios.

 Con los resultados de DBO5 se concluye que el proceso de pretratamiento con el método 
enzimático tiene un impacto ambiental menor al método clásico, ya que es 27 % menor 
que	éste,	y	más	del	100	%	menor	que	el	del	método	integrado.	

	 Una	preocupación	de	las	empresas	textiles,	es	el	alto	%	de	mermas,	que	implica	costos	
por pérdidas de material. El método descrude/blanqueo enzimático resulta con una 
pérdida de peso total de 4,13 % y solo en el proceso de blanqueo, su pérdida de peso es 
de 1,25 %. El menor valor para pérdida de peso total, lo registra el blanqueo integrado. 
El método clásico referencial, solo para el grado de blancura, registra una pérdida de 
peso del 4,63 % total y 1,75 % por el blanqueo. Se concluye que el blanqueo enzimático 
favorece la conservación de la masa celulósica en la fase de blanqueo.

 Los mejores valores de grado de absorción y capilaridad fueron los correspondientes a 
los	métodos	descrude/blanqueo	enzimático	y	al	clásico,	lo	que	significa	que	el	grado	de	
limpieza de las paredes celulares y accesibilidad de los capilares es similar, lo que se 
traduce	en	una	buena	hidrofilidad	del	textil.

 Con los resultados de la evaluación tintórea se concluye que el método de descrude/
blanqueo enzimático obtienen resultados muy similares al método clásico, por lo tanto 
lo podría reemplazar.

	 Como	conclusión	final	 el	método	propuesto	de	descrude/blanqueo	enzimático	 resulta	
en menor impacto ambiental, grado de blanco muy similar y resultados de tintura 
aceptables por lo que una siguiente propuesta de trabajo sería la de eliminar el descrude 
y reemplazarlo con un bio tratamiento enzimático integral. 
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NANOEMULSIONES O/W DE ACEITE ESENCIAL 
DE NARANJA Y TWEEN 80

George Alvarado López*a,	Esperanza	Medina	Lezamab

RESUMEN

En la perspectiva de su aplicación para la remediación de suelos, se estudia la estabilidad física 
de nanoemulsiones O/W de aceite esencial de naranja, en función de las concentraciones del 
surfactante	no	iónico	Tween	80	y	del	aceite	esencial,	identificándose	el	principal	mecanismo	
de desestabilización. Para su preparación se empleó el método de la Temperatura de Inversión 
de	Fase	(PIT).	Las	concentraciones	evaluadas	fueron	de	10	y	12	%	p/p	para	el	surfactante,	y	
de	5	y	20	%	p/p	para	el	aceite	esencial.		El	tamaño	de	partícula	fue	determinado	mediante	la	
técnica	de	dispersión	dinámica	de	luz;	y	la	estabilidad	se	midió	registrando	la	variación	del	
tamaño de gota en función del tiempo. Los resultados obtenidos mostraron que el sistema 
constituido	de	20%	de	aceite	 esencial	de	naranja	y	10	%	de	Tween	80	presentó	 la	mejor	
estabilidad	en	relación	con	los	otros	sistemas;	de	igual	manera	se	determinó	que	el	mecanismo	
de desestabilización subyacente en las nanoemulsiones estudiadas, es la maduración de 
Ostwald.	Asimismo,	aplicando	el	sistema	más	estable	a	la	remediación	de	arena	contaminada	
con	diésel,	se	logró	una	eficiencia	de	remoción	promedio	del	98	%.	

Palabras clave: aceite esencial naranja, temperatura inversión fase, estabilidad de 
nanoemulsiones, remediación de suelos.

ORANGE ESSENTIAL OIL O/W NANOEMULSIONS 
WITH TWEEN 80

ABSTRACT

In the perspective of using it for soils remediation, the physical stability of orange essential 
oil	O/W	nanoemulsions	was	studied	as	a	function	of	the	orange	oil	and	nonionic	surfactant	
Tween	80	concentrations,	identifying	the	main	mechanism	of	destabilization.	The	emulsions	
were	 prepared	 according	 to	 the	 Phase	 Inversion	 Temperature	 (PIT)	 method.	 Surfactant	
concentrations	varied	from	10	to	12	wt%	and	the	orange	oil	ones,	from	5	to	20	wt%.		The	
particle	 size	was	 determined	 by	 dynamic	 light	 scattering	 and	 nanoemulsion	 stability	was	
assessed,	measuring	the	variation	of	droplet	size	as	a	function	of	time.	The	results	showed	
that	 the	highest	stability	was	achieved	when	using	20	wt%	of	orange	essential	oil	and	10	
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wt%	of	Tween	80.	It	was	also	determined	that	Ostwald	ripening	was	the	main	destabilization	
mechanism	for	the	tested	nanoemulsions.	Using	the	most	stable	system	for	the	remediation	
of	contaminated	soils	with	diesel,	the	average	removal	efficiency	was	98%.		

Key words: orange oil, phase inversion temperature, nanoemulsion stability, soil remediation.

INTRODUCCIÓN

Las	 nanoemulsiones	 van	 cobrando	 cada	 vez	 más	 importancia	 debido	 a	 sus	 múltiples	
aplicaciones en áreas como la industria cosmética, alimentaria, en la remediación de 
suelos, agroquímicos, entre otros. Considerando el tamaño de partícula y su estabilidad 
termodinámica, una nanoemulsión ostenta diámetros de partícula de la fase dispersa por 
debajo	de	200	nm	y	es	termodinámicamente	metaestable.	Bajo	el	mismo	criterio,	se	reconocen	
dos tipos adicionales de emulsiones, las cuales son: emulsiones convencionales (diámetro 
de	partícula	>200	nm),	también	metaestables,	y	las	microemulsiones	(diámetro	de	partícula	
<100	nm)	que	presentan	un	comportamiento	termodinámicamente	estable.1

Reconocer a las nano y micro emulsiones suele ser confuso, pues poseen los mismos 
componentes (aceite, agua, surfactantes y cosurfactantes) y su estructura molecular es 
similar, por lo que conviene mencionar las diferencias más relevantes en relación con el 
presente	estudio.	En	cuanto	a	las	concentraciones	de	los	componentes,	McClements2 señala 
un factor de diferenciación muy importante denominado “concentración de saturación” (Cs) 
del surfactante, entendida ésta como la máxima cantidad de aceite que se puede añadir a una 
determinada masa de surfactante, expresada en gramos de aceite solubilizado por gramo 
de	 surfactante,	 bajo	 condiciones	 ambientales	 específicas;	 dicha	 concentración	 está	 muy	
relacionada a la cantidad total de aceite y la de surfactante presente. De allí que obtener una 
micro	o	nanoemulsión	dependerá	de	las	cantidades	relativas	de	aceite	y	surfactante	presentes;	
las nanoemulsiones generalmente necesitan una baja concentración de surfactante para ser 
sintetizadas, lo cual constituye una importante ventaja económica.

Respecto a la estabilidad del sistema, el mismo autor explica que en una nanoemulsión la 
energía libre de la dispersión coloidal es mayor que la energía libre de las fases separadas, 
por	 lo	 que	 es	 termodinámicamente	 inestable;	 por	 el	 contrario,	 una	microemulsión,	 posee	
una menor energía libre para la dispersión coloidal respecto a las fase separadas, por lo que 
es termodinámicamente estable. Teóricamente, esto implica que una microemulsión puede 
formarse espontáneamente una vez que se junten sus componentes, aceite, agua y surfactante, 
y	 debe	 permanecer	 estable	 indefinidamente	 manteniendo	 las	 condiciones	 iniciales;	 sin	
embargo en la práctica esto no ocurre porque existen barreras de energía cinética y/o tienen 
lugar	procesos	de	transferencia	de	masa	que	interfieren	el	sistema	generando	inestabilidad.

De igual manera, Capek3 explica que la desestabilización de las emulsiones ocurre debido 
a la tendencia espontánea entre las fases dispersante y dispersa de minimizar su área 
interfacial;	asimismo,	el	autor	agrega	que	para	que	una	emulsión	sea	estable		electrostática	
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y	estéricamente,	se	debe	controlar	la	doble	capa	eléctrica	y	el	grosor	de	la	capa	superficial	
de la gota de aceite, la cual está constituida por el surfactante no iónico. En otras palabras, 
la estabilidad de la emulsión depende de la razón entre el grosor de la capa de surfactante 
adsorbido	 en	 la	 superficie	 de	 la	 gota	 y	 el	 grosor	 de	 la	 doble	 capa	 eléctrica	 alrededor	 de	
la	gota.	La	 estabilidad	 cinética	 alcanzada	por	 las	nanoemulsiones	 es	 tan	 significativa	que	
puede aproximarse a una estabilidad termodinámica, por lo que son muy apropiadas para 
aplicaciones en el transporte de principios activos.4 

Souza et al.5 determinaron que la estabilidad y la distribución de tamaño de nanoemulsiones 
en	base	a	aceite	esencial	de	naranja	y	Ultrol	L60	dependían	generalmente	de	la	concentración	
de aceite.

Debido a la inestabilidad termodinámica de las nanoemulsiones, se han llevado a cabo algunos 
estudios evaluando los mecanismos de desestabilización subyacentes en estos sistemas. Al 
respecto, Izquierdo et al.6 evaluaron la estabilidad física de nanoemulsiones constituidas 
principalmente	de	hexadecano	y	Brij	30,	en	el	cual	determinaron	que	el	principal	mecanismo	
de	desestabilización	para	estos	sistemas	era	la	maduración	de	Ostwald.

Capek3 indicó que la coalescencia es considerada como el principal mecanismo de 
desestabilización en emulsiones. Sin embargo, los procesos de desestabilización, debidos a la 
transferencia	de	masa,	tal	como	la	maduración	de	Ostwald,	siempre	ocurrirán	en	tanto	exista	
una curvatura entre las interfases, también agregó que, a parte de la curvatura de las gotas, 
también	la	composición	de	las	mismas	influye	en	el	proceso	de	desestabilización.

De igual manera, se tiene la investigación llevada a cabo por Oliveira et al.7 en la remediación 
de suelos contaminados con crudo usando nanoemulsiones. En su investigación determinaron 
que la nanoemulsión más estable fue aquella conteniendo la más alta concentración de 
aceite	y	la	más	baja	concentración	de	surfactante	(20	%	de	aceite	esencial	y	10	%	de	Tween	
80).	Sin	embargo,	en	su	estudio	no	evaluaron	 los	mecanismos	de	desestabilización	de	 las	
nanoemulsiones.

Recientemente,	 Koroleva	 et al.8 determinaron que para nanoemulsiones constituidas de 
parafina	en	bajas	concentraciones	y	Brij	30	o	mezclas	de	Tween	80	y	Span	80,	la	maduración	
de	 Ostwald	 fue	 el	 mecanismo	 principal	 en	 la	 desestabilización	 de	 estos	 sistemas.	 Para	
sistemas	conteniendo	alta	concentración	de	aceite,	 la	floculación	y	 la	coalescencia	 fueron	
los principales mecanismos de desestabilización en períodos largos de tiempo. Por lo que se 
concluye que el mecanismo de desestabilización depende principalmente de la concentración 
de aceite.

Al igual que las emulsiones convencionales, los principales mecanismos de desestabilización 
de	las	nanoemulsiones	pueden	ser	la	coalescencia	y	la	maduración	de	Ostwald.	La	coalescencia	
ocurre debido a la ruptura de la capa delgada que se forma entre gotas adyacentes, lo cual 
permite que dos gotas se transformen en una sola. La capa delgada que se forma cuando dos 
gotas están en contacto es un ensamblaje molecular metaestable y su tiempo de vida es un 
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factor determinante para determinar el tiempo de vida del cuerpo de la nanoemulsión. El 
cambio del tamaño de gota con el tiempo en el proceso de coalescencia obedece a la siguiente 
ecuación:9

Donde: r es el radio promedio de las gotas después de un tiempo t, r0 es el radio promedio en 
el	tiempo	t=0,	y	ν	es	la	frecuencia	de	ruptura	por	unidad	de	la	superficie	de	la	película.
La	 maduración	 de	 Ostwald	 surge	 de	 la	 diferencia	 de	 solubilidad	 entre	 gotas	 grandes	 y	
pequeñas debido a las diferencias de presiones de Laplace. La teoría Lifshitz-Slezov-Wagner 
(LSW) predice la linealidad del cubo del radio promedio en el tiempo. El gradiente de esta 
función	lineal	es	la	velocidad	de	maduración	de	Ostwald,	ω:10,	11 

en	donde	D	es	la	difusión	en	la	fase	continua,	ρ	es	la	densidad	del	aceite,	C(∞)	es	la	solubilidad	
de	la	fase	bulk	(la	solubilidad	de	una	gota	de	aceite	de	tamaño	infinito),	Vm es el volumen 
molar del aceite, R es la constante de los gases, y T es la temperatura absoluta.

En el marco de las aplicaciones en remediación de suelos contaminados con hidrocarburos, 
una	técnica	convencional	para	la	remoción	de	contaminantes	del	suelo	es	el	lavado;	la	cual	
hace uso de soluciones de surfactantes. Se trata de un proceso innovador que está siendo 
actualmente empleado en el tratamiento de un buen porcentaje de sitios contaminados.12, 13 
Como ejemplo de uso de surfactantes en la remediación de suelos se tiene el estudio llevado 
a cabo por Riojas et al.,14	quienes	han	reportado	haber	alcanzado	eficiencias	de	 remoción	
del	 80	%	 en	 la	 remediación	 de	 suelo	 contaminado	 con	 diésel,	 utilizando	 una	mezcla	 del	
surfactante	no	iónico	Tween	80	y	el	solvente	natural	D-limoneno,	el	cual	es	el	componente	
principal del aceite esencial de naranja. El tiempo de acción de esta mezcla en la remoción 
del diésel fue de 24 horas. 

Sin embargo, el principal inconveniente de la aplicación de soluciones de surfactantes 
en el lavado de suelos es la formación de emulsiones, las cuales colapsan formando dos 
fases inmiscibles. Asimismo, el gran tamaño de sus gotas obstruye los poros del suelo  
dificultando	de	esta	manera	la	remoción	del	contaminante	del	suelo.15, 16 Ante este panorama 
el uso de nanoemulsiones surge como una buena alternativa para el tratamiento de suelos 
contaminados con hidrocarburos, habiéndose comprobado que las nanoemulsiones presentan 
altas	 eficiencias	 de	 remoción	 del	 contaminante	 a	 temperatura	 ambiente.15 Oliveira et al.,7 
en	su	estudio	de	la	remoción	de	crudo	de	suelo	contaminado,	alcanzaron	una	eficiencia	de	
remoción	del	96	%	utilizando	nanoemulsiones	conteniendo	20	%	de	aceite	esencial	de	naranja	
y	10	%	de	Ultrol	L70,	siendo	esta	formulación	la	más	estable.	Tal	eficiencia	de	remoción	se	
logró	en	un	tiempo	de	4	horas	a	una	temperatura	de	25	°C,	estando	el	sistema	bajo	agitación	
a	240	ciclos/min.	
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en donde D es la difusión en la fase continua, ρ es la densidad del aceite, C(∞) es la 
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En el marco de las aplicaciones en remediación de suelos contaminados con 

hidrocarburos, una técnica convencional para la remoción de contaminantes del suelo es 

el lavado; la cual hace uso de soluciones de surfactantes. Se trata de un proceso 

innovador que está siendo actualmente empleado en el tratamiento de un buen 
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contaminado con diésel, utilizando una mezcla del surfactante no iónico Tween 80 y el 
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naranja. El tiempo de acción de esta mezcla en la remoción del diésel fue de 24 horas.  

Sin embargo, el principal inconveniente de la aplicación de soluciones de surfactantes 

en el lavado de suelos es la formación de emulsiones, las cuales colapsan formando dos 

fases inmiscibles. Asimismo, el gran tamaño de sus gotas obstruye los poros del suelo  

dificultando de esta manera la remoción del contaminante del suelo.15, 16 Ante este 

panorama el uso de nanoemulsiones surge como una buena alternativa para el 

tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos, habiéndose comprobado que las 

nanoemulsiones presentan altas eficiencias de remoción del contaminante a temperatura 

ambiente.15 Oliveira et al.,7 en su estudio de la remoción de crudo de suelo 
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En este contexto, conviene ampliar los estudios sobre la estabilidad física de nanoemulsiones 
constituidas de aceite esencial de naranja con la participación de otros surfactantes no iónicos, 
como	el	Tween	80,	y	su	efecto	en	la	eficiencia	de	remoción	de	diésel	como	contaminante	de	
suelos. 

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y reactivos
El aceite esencial de naranja de tipo Valenciana fue obtenido en el laboratorio de Operaciones 
Unitarias	de	 la	Universidad	Nacional	de	San	Agustín	mediante	 la	 técnica	de	Arrastre	por	
Extracción	 de	 Vapor,	 el	 aceite	 se	 utilizó	 posteriormente	 tal	 como	 se	 obtuvo.	 Mediante	
espectroscopia infrarroja se determinó si el aceite esencial de naranja obtenido contenía 
D-limoneno,	 para	 tal	 fin	 determinó	 el	 grado	 de	 coincidencia	 respecto	 al	 contenido	 de	
limoneno entre el espectro IR de una muestra de aceite esencial de naranja y un estándar. 
El	resultado	arrojó	un	grado	de	coincidencia	del	99,87	%,	tal	como	se	observa	en	la	figura	
1.	La	densidad	del	aceite	fue	de	0,84	mg/ml.	Asimismo,	mediante	cromatografía	de	gases	
con detección de masas se determinó la concentración de limoneno en el aceite esencial 
de	naranja,	 siendo	el	valor	obtenido	 igual	a	97,70	%,	 tal	 como	se	observa	en	 la	figura	2.	
El	monooleato	de	polioxietilen(20)sorbitano	 (Tween	80)	 fue	utilizado	 tal	como	se	obtuvo	
de Panreac (Barcelona, España). El NaCl y el agua deionizada fueron obtenidos de Delta 
Química	 (Arequipa,	 Perú).	 La	 calidad	 del	 agua	 fue	 la	 siguiente:	 pH	 =	 6,5,	 cloruro	 =	 0	
ppm,	TDS	 (sólidos	 totales	 disueltos)	 =	 0	 ppm,	 densidad	 =	 1,01	 g/cm3, alcalinidad = 6,5 
ppm	y	 conductividad	=	0	µS/cm.	La	 función	del	NaCl	 es	 la	 de	 amplificar	 los	valores	de	
conductividad, ya que el sistema conteniendo agua deionizada, aceite esencial de naranja y 
Tween	80	tiene	una	conductividad	muy	baja	al	no	tener	suficientes	grupos	ionizables,	por	
lo que la adición de NaCl permite una mejor lectura de los valores de conductividad para 
cada sistema en la determinación de la PIT. Cabe aclarar que el NaCl solo se utilizó para 
determinar la PIT, no utilizándose en la preparación de las nanoemulsiones.

Figura 1. Espectro infrarrojo del D-limoneno.
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Figura 2. Cromatograma del aceite esencial de naranja, mostrando el pico 
correspondiente al D-limoneno.

Métodos
Determinación de la Temperatura de Inversión de Fase (PIT) de los sistemas
Las	temperaturas	de	inversión	de	fase	(PIT)	de	los	sistemas	con	concentraciones	de	5	%	y	20	
%	de	aceite	esencial	de	naranja	y	10	%	y	12	%	de	Tween	80	fueron	determinadas	mediante	
conductimetría, determinando la conductividad de las emulsiones conforme se variaba la 
temperatura.	Se	prepararon	emulsiones	constituidas	de	aceite	esencial	de	naranja,	Tween	80	
y	agua	conteniendo	10-2 mol dm-3 de NaCl, por simple agitamiento a temperatura ambiente 
(25	°C).	La	conductividad	de	las	emulsiones	fue	medida	utilizando	un	conductímetro	Orión	
3 Star.

Preparación de las nanoemulsiones
Las nanoemulsiones fueron preparadas siguiendo el procedimiento propuesto por Oliveira 
et al.,7 el cual consistió en calentar por separado la fase acuosa y la mezcla constituida de 
aceite	esencial	de	naranja	y	Tween	80	bajo	agitación	suave	hasta	alcanzar	una	temperatura	de	
15	°C	por	encima	del	PIT	correspondiente	para	cada	sistema.	Posteriormente,	la	fase	acuosa	
y la fase oleosa conteniendo el surfactante fueron enfriadas lentamente hasta alcanzar una 
temperatura	de	2	a	4	°C	por	encima	del	PIT.	Seguidamente,	los	sistemas	fueron	enfriados	
rápidamente	utilizando	un	baño	de	hielo	hasta	 alcanzar	 la	 temperatura	 ambiente	 (25	 °C).	
Las emulsiones formadas fueron almacenadas a temperatura ambiente y posteriormente 
caracterizadas mediante el analizador de tamaño de partículas. Las concentraciones de aceite 
esencial	de	naranja	que	se	utilizaron	fueron	de	5	%	y	20	%	p/p	(porcentaje	en	peso);	para	el	
Tween	80	se	utilizaron	concentraciones	de	10	%	y	12	%	p/p.	Se	tomaron	esas	variaciones	en	
base a las referencias (5) y (7), de modo que se pudieron comparar los resultados obtenidos 
en el presente trabajo y los trabajos realizados por los otros autores, en los cuales utilizaron 
diferentes surfactantes en la preparación de las nanoemulsiones. Las nanoemulsiones 
obtenidas	fueron	almacenadas	a	25	°C.
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Determinación del tamaño de partícula
El tamaño de las gotas de las nanoemulsiones fue determinado mediante la técnica de la 
dispersión	dinámica	de	luz	(DLS).	Para	tal	fin	se	utilizó	el	analizador	de	tamaño	de	partícula	
Zetasizer	Nano	ZS	(Malvern	Instruments,	Reino	Unido).	Las	mediciones	fueron	llevadas	a	
cabo	a	un	ángulo	de	dispersión	de	90°	utilizando	un	láser	de	He-Ne	(λ=633	nm)	a	25	°C.	
Los resultados de tamaño de partícula se presentaron en términos del diámetro promedio 
(Z-Average).	 Cabe	 resaltar	 que	 la	 evaluación	 de	 los	mecanismos	 de	 desestabilización	 de	
las emulsiones y nanoemulsiones se determina tomando en cuenta la variación del tamaño 
promedio de las partículas en el tiempo, tal como se cita en la literatura. Asimismo, el tamaño 
promedio	se	obtiene	de	la	distribución	de	tamaño	de	partículas	mediante	el	software	incluido	
en	el	equipo	Zetasizer	Nano.

Estabilidad física de las nanoemulsiones
La estabilidad física de las nanoemulsiones fue determinada midiendo el tamaño de gota en 
función del tiempo utilizando la dispersión dinámica de luz (DLS).

Aplicación de la nanoemulsión en la remoción de diésel de arena
Se	realizó	una	prueba	puntual,	por	duplicado,	evaluando	la	eficiencia	de	remoción	de	diésel	de	
una	muestra	de	arena	de	playa,	empleando	para	tal	fin	la	nanoemulsión	más	estable.	La	arena	
fue	contaminada	mediante	la	adición	de	2	gramos	de	diésel	en	10	gramos	de	arena	y	dejada	en	
reposo	por	24	horas.	La	limpieza	de	la	arena	se	realizó	añadiendo	30	ml	de	la	nanoemulsión	
al	sistema	a	25	°C.	Luego	de	24	de	horas	se	procedió	a	separar	la	nanoemulsión	de	la	arena.	
La	nanoemulsiones	fue	separada	por	centrifugación	a	3000	rpm.	Se	utilizó	esa	cantidad	de	
nanoemulsión en referencia al trabajo de Oliveira et al.7 En su investigación, ellos utilizaron 
30	ml	de	nanoemulsión	para	realizar	la	limpieza	de	la	arena.	No	se	hicieron	otras	pruebas.	El	
diésel	remanente	en	la	arena	fue	extraído	mediante	la	adición	de	30	ml	de	tolueno	al	sistema,	
luego	de	lo	cual	se	dejó	en	reposo	por	una	hora	y	se	llevó	a	centrifugación	por	30	minutos	
a	3000	 rpm	para	separar	 la	arena	del	 tolueno	conteniendo	el	diésel.	La	cuantificación	del	
diésel en el tolueno fue llevada a cabo mediante espectrofotometría. La longitud de onda 
elegida para las mediciones fue de 354 nm, debido a que en esta longitud el diésel presentó la 
máxima absorbancia. El espectro de absorción del diésel fue el siguiente:
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Figura 3. Espectro de absorción del diésel.

Figura 4. Curva de calibración para soluciones patrón de diésel en tolueno.

A esta longitud de onda de 354 nm, se realizaron mediciones de la absorbancia para diferentes 
soluciones patrón de diésel en tolueno, obteniéndose la siguiente curva de calibración con su 
respectiva ecuación:
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La	ecuación	de	la	gráfica	es:
																																																Abs=12,926Conc+0.032																																						(3)
Los cálculos se realizaron reemplazando la medida de absorbancia en la ecuación de la curva, 
obteniendo por lo tanto la concentración de diésel remanente en la arena.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Temperatura de Inversión de Fase (PIT) de los sistemas 
Los valores de la PIT de los sistemas fueron determinados midiendo la conductividad de 
las dispersiones a diferentes concentraciones de aceite y surfactante: 5 % de aceite esencial 
de	 naranja	 con	 10	 %	 y	 12	 %	 de	 Tween	 80	 y	 20	 %	 de	 aceite	 esencial	 con	 las	 mismas	
concentraciones de surfactante.

Las	figuras	5	y	6	muestran	la	variación	de	la	conductividad	con	la	temperatura	para	todos	
los sistemas. La conductividad de las emulsiones se incrementa conforme aumenta la 
temperatura, alcanzando un punto máximo, para luego disminuir rápidamente. El valor de la 
PIT se calcula como el promedio de la temperatura a la cual se encuentra el máximo valor de 
conductividad y la temperatura correspondiente al valor mínimo de conductividad. 

La tabla 2 muestra los valores de la temperatura de inversión de fase calculados para 
todos los sistemas. De esta tabla se observa que la PIT de las emulsiones conteniendo baja 
concentración de aceite fue más alta que aquellas contiendo alta concentración de aceite. Este 
hecho pudo deberse a que la baja concentración de aceite ralentizó la inversión de fase de los 
sistemas,	ya	que	no	hubo	suficiente	cantidad	de	aceite	para	que	el	agua	pueda	dispersarse	en	
ella. Debido a esto se necesitó una mayor temperatura para lograr una mayor solubilidad del 
agua en aceite.
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Figura 5. Conductividad en función de la temperatura para los sistemas 5 % aceite 
esencial	de	naranja	a)	10	%	y	b)	12	%	de	Tween	80.

Figura 6. Conductividad en función de la temperatura para los sistemas 5 % aceite 
esencial	de	naranja	a)	10	%	y	b)	12	%	de	Tween	80.
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Tabla 2. Valores de la Temperatura de Inversión de Fase (PIT) para todos los sistemas. 

 

Concentración 

de aceite   

(% p/p) 

Concentración de 

surfactante 

(% p/p) 

          PIT    

         (°C) 

5 

 

20 

10 

12 

10 

12 

          76 

          73 

          63 

          60 

 

Preparación y caracterización de las nanoemulsiones 

Las nanoemulsiones preparadas mediante el método PIT fueron caracterizadas en el 

analizador de tamaño de partícula. El radio de gota fue medido a distintos intervalos de 

tiempo hasta la aparición de dos fases, siendo este hecho indicio de la desestabilización 

de la nanoemulsión. Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado. Los sistemas 

conteniendo 5 % de aceite esencial de naranja presentaron desestabilización de forma 

muy rápida, siendo evidente la formación de fases en un rango de dos horas desde su 

preparación, por lo que estos sistemas se descartaron para un posterior análisis. 

Considerando los sistemas conteniendo 20 % de aceite esencial de naranja, se observó 

que el sistema 20 % de aceite esencial y 10 % de Tween 80 presentó ciertas 

fluctuaciones en el tamaño de gota en el tiempo, sin embargo el tamaño de gota 

permaneció aproximadamente constante en el tiempo tal como se observa en la figura 7, 

así como en la distribución de tamaño de partícula (figura 8); seguidamente este sistema 

presentó formación de fases luego de un período de 15 días después de su preparación. 

Sin embargo, el sistema conteniendo 20 % de aceite esencial y 12 % de Tween 80 

presentó un progresivo aumento del tamaño de gota en las primeras 24 horas posterior a 

su preparación, tal como se observa en la figura 7 y en la distribución de tamaño de 

partícula para este sistema (figura 9); pasado este tiempo el sistema presentó formación 

de fases. 

Cabe resaltar que en ambos sistemas se observa que el tamaño inicial de partícula 

decrece conforme aumenta la concentración de surfactante, hecho que pude ser 

Tabla 1. Valores de la Temperatura de Inversión de Fase (PIT) para todos los sistemas.
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Figura 7. Diámetro	hidrodinámico	en	función	del	tiempo	para	los	sistemas	20	%	de	
aceite	esencial,	10	y	12	%	de	Tween	80.

Preparación y caracterización de las nanoemulsiones
Las nanoemulsiones preparadas mediante el método PIT fueron caracterizadas en el analizador 
de tamaño de partícula. El radio de gota fue medido a distintos intervalos de tiempo hasta la 
aparición de dos fases, siendo este hecho indicio de la desestabilización de la nanoemulsión. 
Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado. Los sistemas conteniendo 5 % de aceite 
esencial de naranja presentaron desestabilización de forma muy rápida, siendo evidente la 
formación de fases en un rango de dos horas desde su preparación, por lo que estos sistemas 
se	descartaron	para	un	posterior	análisis.	Considerando	los	sistemas	conteniendo	20	%	de	
aceite	esencial	de	naranja,	se	observó	que	el	sistema	20	%	de	aceite	esencial	y	10	%	de	Tween	
80	presentó	ciertas	fluctuaciones	en	el	tamaño	de	gota	en	el	tiempo,	sin	embargo	el	tamaño	
de	gota	permaneció	aproximadamente	constante	en	el	tiempo	tal	como	se	observa	en	la	figura	
7,	así	como	en	la	distribución	de	tamaño	de	partícula	(figura	8);	seguidamente	este	sistema	
presentó formación de fases luego de un período de 15 días después de su preparación. Sin 
embargo,	el	sistema	conteniendo	20	%	de	aceite	esencial	y	12	%	de	Tween	80	presentó	un	
progresivo aumento del tamaño de gota en las primeras 24 horas posterior a su preparación, 
tal	como	se	observa	en	la	figura	7	y	en	la	distribución	de	tamaño	de	partícula	para	este	sistema	
(figura	9);	pasado	este	tiempo	el	sistema	presentó	formación	de	fases.

Cabe resaltar que en ambos sistemas se observa que el tamaño inicial de partícula decrece 
conforme aumenta la concentración de surfactante, hecho que pude ser atribuido a un aumento 
del área en la interfase y a la disminución del valor de la tensión interfacial.
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Determinación del principal mecanismo de desestabilización 

Para el análisis y determinación del mecanismo de desestabilización, se tomaron los 

datos del sistema 20 % de aceite esencial de naranja y 12 % de Tween 80 (figura 7), 

debido a que este sistema presentó variaciones en el tamaño de partícula respecto al 

tiempo. Si la coalescencia fuera el principal mecanismo de desestabilización, entonces 

la variación del tamaño de gota en el tiempo debería obedecer a la ecuación (1), por lo 

que la gráfica de r"# en función de t debería tener una tendencia lineal. 

La figura 10 muestra la gráfica de r"# en función de t para el sistema 20 % de aceite 

esencial y 12 % de Tween 80, observándose que la tendencia de la curva no fue lineal, 

determinándose de esta manera que la coalescencia probablemente no sea el principal 

mecanismo de desestabilización del sistema. 

De igual manera, si la maduración de Ostwald fuera el principal mecanismo de 

desestabilización de la nanoemulsión, entonces la gráfica de r% en función del tiempo 

debería dar una línea recta tal como lo predice la ecuación (2). 
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Figura 8. Distribución	de	tamaño	de	partícula	para	el	sistema	20	%	aceite	esencial	
de	naranja	10	%	Tween	80. 14 
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Figura 10. r-2	en	función	del	tiempo.	Sistema	20	%	aceite	esencial	12	%	Tween	80.

Determinación del principal mecanismo de desestabilización
Para el análisis y determinación del mecanismo de desestabilización, se tomaron los datos del 
sistema	20	%	de	aceite	esencial	de	naranja	y	12	%	de	Tween	80	(figura	7),	debido	a	que	este	
sistema presentó variaciones en el tamaño de partícula respecto al tiempo. Si la coalescencia 
fuera el principal mecanismo de desestabilización, entonces la variación del tamaño de gota 
en	el	tiempo	debería	obedecer	a	la	ecuación	(1),	por	lo	que	la	gráfica	de	r-2 en función de t 
debería tener una tendencia lineal.

La	figura	10	muestra	la	gráfica	de	r-2	en	función	de	t	para	el	sistema	20	%	de	aceite	esencial	y	
12	%	de	Tween	80,	observándose	que	la	tendencia	de	la	curva	no	fue	lineal,	determinándose	
de esta manera que la coalescencia probablemente no sea el principal mecanismo de 
desestabilización del sistema.

De	igual	manera,	si	la	maduración	de	Ostwald	fuera	el	principal	mecanismo	de	desestabilización	
de	la	nanoemulsión,	entonces	la	gráfica	de	r3 en función del tiempo debería dar una línea recta 
tal como lo predice la ecuación (2).

La	figura	11	predice	una	tendencia	lineal	entre	r3	y	t,	por	lo	que	la	maduración	de	Ostwald	
sería el principal mecanismo de desestabilización de este sistema. Este resultado está acorde 
con los estudios desarrollados por Izquierdo et al.6

La desestabilización de los sistemas puede explicarse en base al efecto de la concentración de 
aceite	esencial	de	naranja	y	concentración	de	Tween	80	en	la	estabilidad	de	las	emulsiones.	La	
rápida desestabilización experimentada por los sistemas conteniendo 5 % de aceite esencial 
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aceite, lo cual probablemente aceleró el proceso de desestabilización, en concordancia 

con los hallazgos de Koroleva et al.8 

De igual manera, la mayor concentración de surfactante causó la formación de una 

mayor cantidad de micelas, las cuales facilitaron la difusión de pequeñas moléculas de 

aceite hacia las moléculas más grandes, causando de este modo la maduración de 

Ostwald. En la figura 7 se puede observar que conforme aumentó la concentración de 

surfactante la velocidad de maduración de Ostwald también se incrementó, ya que el 

sistema conteniendo 12 % de Tween 80 presentó formación de fases en un tiempo 

mucho menor al observado en el sistema conteniendo 10 % de Tween 80.   
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Figura 10. r-2 en función del tiempo. Sistema 20 % aceite esencial 12 % Tween 80 
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pudo deberse a la baja concentración de aceite, lo cual probablemente aceleró el proceso de 
desestabilización,	en	concordancia	con	los	hallazgos	de	Koroleva	et al.8

De igual manera, la mayor concentración de surfactante causó la formación de una mayor 
cantidad de micelas, las cuales facilitaron la difusión de pequeñas moléculas de aceite hacia 
las	moléculas	más	grandes,	causando	de	este	modo	la	maduración	de	Ostwald.	En	la	figura	
7 se puede observar que conforme aumentó la concentración de surfactante la velocidad 
de	maduración	de	Ostwald	también	se	incrementó,	ya	que	el	sistema	conteniendo	12	%	de	
Tween	80	presentó	formación	de	fases	en	un	tiempo	mucho	menor	al	observado	en	el	sistema	
conteniendo	10	%	de	Tween	80.		

Se explicó anteriormente que el aumento de la concentración de surfactante causaba una 
disminución	en	el	tamaño	de	gota	de	las	nanoemulsiones;	Por	lo	que,	al	presentar	las	gotas	
un	 tamaño	 pequeño	 éstas	 exhiben	 un	 mayor	 movimiento	 Browniano,	 lo	 cual	 aceleró	 la	
desestabilización del sistema.

Considerando	 el	 sistema	 20	 %	 de	 aceite	 esencial	 de	 naranja	 y	 10	 %	 de	 Tween	 80,	 los	
resultados muestran que este sistema es relativamente el más estable, estando este resultado 
acorde con el hallado por Oliveira et al.,7 y que fue explicado en la introducción de esta 
investigación.	Este	hecho	puede	deberse	a	que,	según	Capek,3 existe una concentración de 
surfactante que es la óptima para formar nanoemulsiones estables debido a que conforme 
aumenta la concentración de surfactante la tensión interfacial disminuye. 

17 
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Cabe señalar que la nanoemulsión más estable obtenida por Oliveira et al.7 permaneció 

estable aproximadamente dos meses. Este período de tiempo superó ampliamente al 

tiempo de estabilidad determinado para el sistema 20 % de aceite esencial de naranja y 
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Figura 11. r3	en	función	del	tiempo.	Sistema	20	%	aceite	esencial	12	%	Tween	80.
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Cabe señalar que la nanoemulsión más estable obtenida por Oliveira et al.7 permaneció 
estable aproximadamente dos meses. Este período de tiempo superó ampliamente al tiempo 
de	estabilidad	determinado	para	el	sistema	20	%	de	aceite	esencial	de	naranja	y	10	%	de	
Tween	80,	por	lo	que	se	deberían	evaluar	mezclas	de	Tween	80	junto	con	otros	surfactantes,	
con el objetivo de obtener sistemas que presenten un mayor tiempo de estabilidad.

Eficiencia de remoción del diésel 
En la prueba de remoción de diésel se utilizó la nanoemulsión más estable, la cual fue aquella 
conteniendo	20	%	de	aceite	esencial	de	naranja	y	10	%	de	Tween	80.

La	eficiencia	de	remoción	del	diésel	de	la	arena	se	calculó	de	la	siguiente	forma:

en	donde	E	(%)	es	la	eficiencia	de	remoción	en	tanto	por	ciento,	Wo	es	la	cantidad	de	diésel	
inicial	en	la	arena,	We	es	la	cantidad	de	diésel	removido	por	la	nanoemulsión.	La	eficiencia	
obtenida a 24 horas de acción de la nanoemulsión fue igual a 97,5 %, resultado superior 
al  obtenido por Riojas et al.14,	el	cual	fue	aproximadamente	igual	a	80	%.	Asimismo,	este	
resultado es superior al obtenido por Oliveira et al.,7 quienes reportaron haber alcanzado una 
eficiencia	de	remoción	del	96	%	en	la	remoción	de	crudo.	

La	alta	eficiencia	de	remoción	alcanzada	por	la	nanoemulsión	conteniendo	20	%	de	aceite	
esencial	de	naranja	y	10	%	de	Tween	80	muestra	que	este	sistema	tiene	un	gran	potencial	para	
aplicación en la remediación de suelos contaminados con hidrocarburos.

CONCLUSIONES

Se	 sintetizaron	 nanoemulsiones	 constituidas	 de	 aceite	 esencial	 de	 naranja,	 agua	 y	Tween	
80	mediante	el	método	de	la	temperatura	de	inversión	de	fase	(PIT).	La	nanoemulsión	más	
estable	correspondió	al	sistema	constituido	de	20	%	de	aceite	esencial	de	naranja	y	10	%	de	
Tween	80,	siendo	este	sistema	estable	por	un	período	aproximado	de	quince	días.

Los sistemas conteniendo 5 % de aceite esencial de naranja presentaron una rápida 
desestabilización,	mientras	que	el	sistema	20	%	aceite	esencial	de	naranja	12	%	Tween	80	
presentó una desestabilización progresiva, evidenciando formación de fases a las 24 horas 
de ser sintetizada. Analizando dichos sistema se determinó que el principal mecanismo 
subyacente	en	la	desestabilización	de	las	nanoemulsiones	es	la	maduración	de	Ostwald.

Empleando	la	nanoemulsión	más	estable,	20	%	aceite	esencial	de	naranja	10	%	Tween	80,	
se	logró	obtener	una	eficiencia	de	remoción	de	diésel	de	una	muestra	de	arena	de	alrededor	
del	98	%	en	un	tiempo	de	24	horas,	demostrándose	de	esta	manera	 la	potencialidad	de	 la	
aplicación del aceite esencial de naranja en la remediación de suelos contaminados con 
hidrocarburos. Se recomienda por lo tanto, continuar con las investigaciones en este rubro. 
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ESTUDIO COMPARATIVO DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS 
BIOACTIVOS Y CIANIDINA-3- GLUCÓSIDO DEL MAÍZ MORADO 

(Zea mays L.) DE TRES REGIONES DEL PERÚ
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RESUMEN

El objetivo de la investigación fue evaluar el contenido de los compuestos bioactivos en 
coronta de maíz morado (Zea mays	L.)	de	 tres	diferentes	regiones	del	Perú.	Las	muestras	
fueron obtenidas en Lima, Abancay y Cajamarca y se determinó el contenido total de 
polifenoles,	 flavonoides,	 antocianinas	 y	 cianidina-3-glucósido.	 Los	 extractos	 fueron	
obtenidos	 con	 etanol	 al	 20	%,	pH	2,	 en	una	 relación	 coronta:	 solvente	1:100	 (p/v)	 a	 una	
temperatura	de	70	°C	por	30	minutos.	Los	resultados	de	antocianinas	totales	fueron	de	24,4	
a	42,6	mg/g,	los	polifenoles	totales	estuvieron	en	el	rango	de	67,9	a	94,1	µg/mg	expresado	
como	equivalente	de	ácido	gálico	(EAG)	y	los	flavonoides	entre	3,1	a	4,4	µg/mg	expresado	
como equivalente de quercetina (EQ). El contenido de cianidina-3-glucósido varió de 9,5 a 
18,5	mg/g	y	fue	determinado	por	cromatografía	líquida	de	alta	resolución	(HPLC).	Existen	
diferencias	significativas	en	el	contenido	de	los	compuestos	bioactivos	según	la	procedencia	
de	la	muestra,	y	la	de	Lima	presenta	los	valores	más	altos	de	polifenoles	(94,1	µg	EAG/mg),	
flavonoides	(4,4	µg	EQ/mg),	antocianinas	totales	(42,6	mg/g)	y	cianidina-3-glucósido	(18,5	
mg/g).

Palabras clave: maíz morado, compuestos bioactivos, antocianinas, cianidina-3-glucósido.

COMPARATIVE STUDY OF THE CONTENT OF BIOACTIVES 
COMPOUNDS AND CYANIDIN-3-GLUCOSIDE OF THE PURPLE 

CORN (Zea mays L.) OF THREE REGIONS OF PERU

ABSTRACT

The	aim	of	the	research	was	to	evaluate	the	content	of	the	bioactives	compounds	in	purple	
corn cob (Zea mays	L.)	of	 three	differents	regions	of	Peru.	The	samples	were	obtained	in	
Lima,	 Cajamarca	 and	Abancay	 and	 the	 total	 polyphenols,	 flavonoids,	 anthocyanins	 and	
cyanidin-3-glucoside	content	were	determined.	The	extracts	were	obtained	with	etanol	to	20	
%,	pH	2,	in	a	ratio	of	corn	cob:	solvent	1:100	(p/v)	at	a	temperature	of	70	°C	for	30	minutes.	
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The	 results	 of	 total	 anthocyanins	were	 between	 24,4	 to	 42,6	mg/g,	 the	 total	 polyphenols	
were	 in	 the	 range	67,9	 to	94,1	µg/mg	expressed	 as	gallic	 acid	 equivalent	 (GAE)	 and	 the	
flavonoids	between	3,1	to	4,4	µg/mg	expressed	as	quercetin	equivalent	(QE).	The	cyanidin-
3-glucoside	content	varied	in	the	range	from	9,5	to	18,5	mg/g	and	was	determined	by	high	
performance	liquid	chromatography	(HPLC).	There	are	significant	differences	in	the	content	
of the bioactives compounds according to the origin of the sample, and that of Lima (Cañete) 
present	the	highest	value	of	polyphenols	(94,1	µg	GAE/mg),	flavonoids	(4,4	µg	QE/mg)	total	
anthocyanins	(42,6	mg/g)	y	cyanidin-3-glucoside	(18,5	mg/g).

Key words: purple corn, bioactives compounds, anthocyanins, cyanidin-3-glucoside.

INTRODUCCIÓN

El	Perú	es	un	país	de	gran	biodiversidad	y	uno	de	sus	recursos	vegetales	es	el	maíz	morado	
(Zea mays L.) que presenta más de 35 variedades, pero todas ellas originadas a partir de 
la	 raza	Kculli,	que	aún	se	sigue	cultivando.	Sus	principales	zonas	de	producción	están	en	
los departamentos de Cajamarca, Ayacucho, Ancash, Lima y Arequipa, siendo su ámbito de 
adaptación	la	costa	y	valles	interandinos	de	la	sierra	hasta	3200	msnm1.

El cultivo de maíz morado es valorado en el mercado nacional e internacional debido a 
su gran potencial nutricional y por su contenido de compuestos bioactivos (antocianinas y 
compuestos fenólicos). Investigaciones determinaron la presencia de ácidos fenólicos tales 
como	el	ácido	vanílico,	ácido	cafeico	y	ácido	ferúlico,	además	de	otros	flavonoides	como	
hesperedina, quercetina y kaempferol2. 

Muchas	de	las	propiedades	del	maíz	morado	son	atribuidas	a	su	alto	contenido	de	antocianinas,	
pigmentos	que	son	responsables	del	color	morado,	rojo	y	azul	de	flores,	hojas	y	frutos.	Su	
consumo es de interés para la industria de colorantes alimenticios, debido a su capacidad para 
impartir	colores	atractivos	y	para	la	industria	farmacéutica,	por	sus	acciones	benéficas	para	
nuestra salud. Diversos estudios realizados demuestran que las antocianinas poseen actividad 
antioxidante,	anticancerígena,	antimicrobiana,	antidiabética	y	antiflamatoria3.

La principal antocianina y responsable de las propiedades antioxidantes en el maíz 
morado	es	la	cianidina-3-glucósido,	 la	cual	ha	sido	cuantificada	por	cromatografía	líquida	
de	 alta	 resolución	 (HPLC)	por	Arriaga	y	Castro4, Pedreschi y Cisneros5, y Salinas et al.6 
quienes	han	usado	variedades	de	maíz	morado	procedentes	de	Cajamarca,	Lima	y	México,	
respectivamente.

Teniendo en consideración que el contenido de los compuestos bioactivos depende de 
factores intrínsecos como la genética de la planta y factores extrínsecos como las condiciones 
ambientales del cultivo, nos propusimos comparar la concentración de polifenoles totales, 
flavonoides,	 antocianinas	 totales	y	cianidina-3-glucósido	presentes	en	 la	coronta	del	maíz	
morado,	procedente	de	tres	diferentes	regiones	del	Perú.



Ana María Ccaccya Ccaccya, Mercedes Soberón Lozano, Inés Arnao Salas208

Rev Soc Quím Perú. 85(2) 2019

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal
Las corontas de maíz morado utilizadas en la presente investigación, se recolectaron de tres 
diferentes	lugares	del	Perú	entre	los	meses	de	julio	2017	a	marzo	2018:	Distrito	de	Pacarán,	
provincia	Cañete	de	la	región	de	Lima	(700	msnm),	distrito	de	Pichirhua,	provincia	Abancay	
de la región de Apurímac (2293 msnm) y en el distrito de Eduardo Villanueva, provincia San 
Marcos	de	la	región	de	Cajamarca	(2007	msnm).	Todas	las	muestras	fueron	obtenidas	de	sus	
mismas zonas de cultivo.

Preparación de la muestra 
La	coronta	de	maíz	morado	 fue	previamente	cortada	en	 trozos	pequeños,	 secado	a	37	°C	
en	una	estufa	INDUMELAB	hasta	peso	constante;	molido	en	una	licuadora	doméstica	para	
finalmente	pasarlo	por	una	malla	N°60	y	así	obtener	una	muestra	homogénea.	Luego	 fue	
almacenado a temperatura ambiente en frascos oscuros. 

Todos los reactivos empleados en la presente investigación fueron de grado analítico 
obtenidos	de	la	casa	Merck	y	Sigma	Aldrich.

Obtención de los extractos
La extracción de los compuestos bioactivos de la coronta molida de maíz morado se realizó 
con	etanol	al	20	%,	pH	2	ajustado	con	HCl	concentrado,	en	una	relación	coronta:	solvente	
1:100	(p/v).	Se	colocó	por	30	minutos	a	70	°C	en	baño	maría	BIOBASE	y	el	extracto	obtenido	
fue	filtrado	a	través	de	papel	Whatman	N°40,	para	luego	proseguir	con	el	ensayo.

Métodos de análisis de los compuestos bioactivos
Determinación de antocianinas totales por método de pH diferencial
El	contenido	de	antocianinas	totales	fue	determinado	por	el	método	de	pH	diferencial	descrito	
por Giusti y Wrosltad7.	Las	diluciones	fueron	preparadas	en	buffer	de	cloruro	de	potasio	(pH	
1,0)	y	acetato	de	sodio	(pH	4,5)	empleando	el	potenciómetro	METROHM.	Las	absorbancias	
fueron	leídas	en	el	espectrofotómetro	GENESYS	UV	VIS	a	dos	longitudes	de	onda	510	nm	
y	700	nm.

Su contenido se expresó como cianidina-3-glucósido y se calculó de acuerdo a la siguiente 
expresión:

Preparación de la muestra  

La coronta de maíz morado fue previamente cortada en trozos pequeños, secado a 37 °C 
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El contenido de antocianinas totales fue determinado por el método de pH diferencial 
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de potasio (pH 1,0) y acetato de sodio (pH 4,5) empleando el potenciómetro 
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VIS a dos longitudes de onda 510 nm y 700 nm. 

Su contenido se expresó como cianidina-3-glucósido y se calculó de acuerdo a la 

siguiente expresión: 

 

A = (A$%&	() − A+&&	())-.% − (A$%&	() − A+&&	())-./,$ 

 

𝐴𝐴ntocianinas	totales	
mg
g =

A×MW×FD×V
ε×l	×W

 

Donde: 

MW (Peso molecular) = 449,2 g/mol para cianidina-3-glucósido; FD = factor de 

dilución; l = longitud de paso de celda en cm; ε = 26900 coeficiente de extinción molar 



Estudio comparativo del contenido de compuestos bioactivos y cianidina-3- glucósido del maíz morado... 209

Rev Soc Quím Perú. 85(2) 2019

Donde:
MW	(Peso	molecular)	=	449,2	g/mol	para	cianidina-3-glucósido;	FD	=	factor	de	dilución;	l	=	
longitud	de	paso	de	celda	en	cm;	ε	=	26900	coeficiente	de	extinción	molar	para	cianidina-3-
glucósido;	V=	volumen	mL	del	solvente	de	extracción;	W	=	peso	en	g	de	la	muestra.

Determinación de polifenoles totales
El contenido de polifenoles se realizó conforme el procedimiento de la organización (ISO) 
14502-1,	usando	un	extracto	etanólico	de	coronta	de	maíz	morado	al	0,5	mg/mL.	El	 tubo	
de	 reacción	 contenía	 100	μL	 del	 extracto,	 500	 μL	 del	 reactivo	Folin-Ciocalteu	 y	 400	μL	
de Na2CO3 7,5 % (p/v) y las absorbancias fueron leídas a 765 nm. Se realizó una curva de 
calibración empleando al ácido gálico como referencia en el rango de concentraciones de 
0,5	a	10	µg/mL	(y=0,09973x+0,01553,	R2	=0,999)	y	los	resultados	fueron	expresados	como	
equivalentes	de	ácido	gálico	(EAG)	en	µg/mg.	

Determinación de flavonoides
La	cuantificación	de	flavonoides	se	realizó	según	el	procedimiento	de	Stalikas8, usando un 
extracto etanólico de coronta molida a 7 mg/mL. El tubo de reacción se preparó mezclando: 
100µL	 del	 extracto,	 800	 µL	 de	 etanol	 y	 100	 µL	AlCl3	 al	 20	 %	 (p/v)	 y	 después	 de	 30	
minutos se leyó a 425 nm. La medición se realizó empleando un blanco de muestra, en el 
cual se sustituyó el tricloruro de aluminio por etanol. Se preparó una curva de calibración 
empleando	como	referencia	 la	quercetina	en	el	 rango	de	concentraciones	de	0,5	a	14	µg/
mL	(y=	0,07399x+0,00294,	R2	=0,999).	Los	resultados	se	expresaron	como	equivalentes	de	
quercetina	(EQ)	en	µg/mg.

Determinación de cianidina-3-glucósido mediante HPLC
Las condiciones de análisis fueron previamente descritas por Arriaga y Castro4. Se utilizó 
un	 equipo	HPLC	Hitachi	 con	 detector	 de	 arreglo	 de	 diodos.	 La	 separación	 se	 realizó	 en	
una	columna	Purospher	STAR	RP18	de	250	mm	de	longitud,	diámetro	4,6mm	y	tamaño	de	
partícula	de	5µm.	La	fase	móvil	estuvo	compuesta	de	una	solución	A	(ácido	fórmico/agua/
metanol en proporción de 1:4:5) y una solución B (ácido fórmico/agua en una proporción de 
1:9)	y	el	gradiente	de	elución	utilizado	fue:	0	min		10	%	A,	10	min	73	%	A,	12	min	73	%	A,	
20	min	10	%	A.	Las	lecturas	fueron	realizadas	a	520	nm.	La	identificación	de	la	cianidina-
3-glucósido se realizó comparando el tiempo de retención de la muestra con el estándar y 
su	cuantificación	fue	calculada	en	base	a	 la	relación	de	sus	áreas.	Las	concentraciones	de	
cianidina-3-glucósido se expresaron en mg/ g de coronta.

Análisis Estadístico
Todos los resultados se expresaron como promedio y desviación estándar de tres 
determinaciones	independientes	y	fueron	evaluados	usando	el	paquete	estadístico	MINITAB	
17. Para el análisis estadístico se aplicó ANOVA y el método de comparaciones Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Determinación de antocianinas por el método de pH diferencial
Las antocianinas son compuestos bioactivos presentes en el maíz y son responsables de los 
colores de este recurso nativo, por ello se espera que las variedades de pigmentación más 
intensa	del	maíz	morado	presenten	una	cantidad	elevada	de	compuestos	antociánicos.	Uno	de	
los	factores	que	influye	en	su	cuantificación	es	la	eficacia	de	la	extracción,	lo	cual	depende	de	
la	naturaleza	química	de	las	antocianidinas,	si	están	esterificadas	tenderán	a	disolverse	mejor	
en medio metanólico y si están glicosilada en medio acuoso9.

Los niveles de antocianinas de la coronta de maíz morado de las muestras ensayadas se 
presentan en la tabla 1 y varían entre 24,4 a 42,6 mg/g, siendo mayor en la muestra obtenida 
del departamento de Lima.

En nuestro país existe información sobre la determinación de antocianinas en muestras 
procedentes de Cajamarca y de Arequipa. Resultados reportados por Rafael10 y Gorriti et 
al11 bajo condiciones de extracción similares a las desarrolladas en la presente investigación 
muestran	valores	de	antocianinas	de	8,7	mg/g	y	25,9	mg/g,	respectivamente.	Para	el	primer	
caso, la obtención de la coronta de maíz morado fue en el mercado de Cajamarca y no se 
conocen las condiciones de cosecha, recolección y almacenamiento que pudieran haber 
influido	en	la	estabilidad	de	las	antocianinas	ya	que	Rafael10, menciona que la luz solar y 
sobre todo la temperatura pueden dar lugar a la hidrólisis del enlace glucosídico (posición 3) 
seguido de la ruptura del anillo y como efecto formación de chalconas incoloras. Esto podría 
explicar nuestros valores más altos de antocianinas ya que las muestras fueron obtenidas 3 
días después de su cosecha e inmediatamente tratadas y almacenadas adecuadamente. 

Por otro lado, Quispe et al12, con muestras obtenidas de Arequipa, reportaron valores de 
contenido	de	antocianinas	entre	13,4	a	20,6	mg/g,	que	fueron	extraídas	con	etanol	al	20%	pH	2	
durante	un	tiempo	de	60	minutos	a	la	temperatura	de	90	°C,	estos	valores	están	por	debajo	
de lo encontrado en nuestra investigación. Debemos mencionar que en nuestro laboratorio 
ensayamos	 la	 influencia	del	 tiempo	y	 temperatura,	donde	observamos	que	a	 temperaturas	
mayores	a	70	 °C	y	30	minutos,	 el	 contenido	de	antocianinas	disminuye.	Estos	 resultados	
concuerdan con los estudios realizados por Gu et al13 donde demostraron que las antocianinas 
a	temperaturas	por	encima	de	los	70	°C	se	degradan	siguiendo	una	cinética	de	primer	orden	
y que dicha degradación térmica ocasiona la hidrólisis del enlace glucosídico, ruptura del 
anillo pirilio y formación de chalconas incoloras.

Ramos et al2 determinaron antocianinas en granos de maíz morado procedente de Cajamarca, 
para su extracción emplearon soluciones metanólicas ácidas a diferentes concentraciones 
obteniendo	valores	de	0,9	a	2,9	mg/g,	que	son	significativamente	menores	a	nuestro	contenido	
de antocianinas de dicha región (34,1 mg/g). El mayor valor obtenido en nuestro estudio se 
justificaría	por	que	en	nuestra	determinación	usamos	la	coronta	del	maíz	morado,	donde	es	
conocido que se concentra el mayor contenido de antocianinas, comparado con los granos de 
dicho	fruto,	hecho	que	fue	confirmado	por	Arriaga	y	Castro4.
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Determinación de polifenoles
En	 la	 tabla	1,	 se	presentan	 los	 resultados	de	 la	 cuantificación	de	polifenoles	para	 las	 tres	
diferentes regiones donde la muestra de Lima presenta el mayor contenido, con un valor de 
94,1	µg	EAG/mg	de	coronta.

Se ha determinado el contenido de polifenoles totales para muestras de corontas de maíz 
morado de la región Arequipa. Gorriti et al11 y Quispe et al12,	encontraron	valores	de	77,0	µg	
EAG/mg	y	40,6	µg	EAG/mg	respectivamente.	Para	el	primer	caso,	la	fecha	de	recolección	fue	
entre los meses de febrero y abril, muy próxima a la de nuestra muestra de Cajamarca (entre 
febrero y marzo), lo que explicaría los valores cercanos. Para el segundo caso la recolección 
se	hizo	en	noviembre	y	su	resultado	difiere	totalmente	de	nuestras	tres	muestras	investigadas.	
En	ambos	casos	los	factores	que	podrían	haber	influido	en	el	contenido	de	polifenoles	serían	
la altitud, condiciones climáticas, edafológicas y agronómicas.

Ramos et al2	 cuantificaron	 los	 polifenoles	 en	 granos	 de	 maíz	 morado	 de	 Cajamarca	 y	
encontraron	 valores	 de	 4,6	 a	 8,7	 µg	 EAG/mg	 y	Mex	 et al9 realizaron estudios de cinco 
variedades	de	maíces	cultivados	en	México	obteniendo	el	valor	más	alto	en	granos	de	maíz	
morado	con	14,5	µg	EAG/mg.	En	ambos	estudios,	 los	datos	de	polifenoles	 reportados	en	
granos fueron inferiores a los de la coronta de maíz morado de nuestra investigación, lo 
cual también fue ya mencionado para el caso de las antocianinas, componente de este grupo 
químico. 

Determinación de flavonoides
Existen pocos estudios sobre dicho análisis, uno de ellos es el de Ramos et al2 quienes 
trabajaron en granos de maíz morado de Cajamarca expresando sus resultados en equivalente 
de	rutina	(ER),	en	el	rango	de	1,2	a	2,6	µg	ER/mg.	En	la	presente	investigación	se	usó	la	
quercetina	como	referencia	y	obtuvimos	de	3,1	a	4,4	µg	EQ/mg	de	coronta,	no	siendo	posible	
un análisis comparativo en equivalencia.
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Tabla 1. Contenido de los compuestos bioactivos de la coronta del maíz morado de tres 

regiones del Perú. 

 
Provincia/ 
Departamento 

Compuestos Bioactivos 
Antocianinas Polifenoles Flavonoides Cianidina-3- 

Totales (mg/g) (µg EAG/mg) (µg EQ/mg) glucósido 
(mg/g) 
 

Cañete (Lima) 42,6±0,2a 94,1±2,0 a 4,4±0,2ª 18,5±0,2 a 
 

San Marcos 
(Cajamarca) 

34,1±0,2 b 75,4±1,7 b 3,6±0,1b 10,3±0,1 b 
 
 

Abancay 
(Apurímac) 

24,4±0,3 c 67,9±2,2 c 3,1±0,1c  9,5±0,1 c 

Todos los datos son promedios de tres repeticiones independientes. 
a,b,c diferencia significativa con p-valor <0,05. 

Tabla 1. Contenido de los compuestos bioactivos de la coronta del maíz morado de 
tres	regiones	del	Perú.

EAG:	Equivalente	de	ácido	gálico;	EQ:	Equivalente	de	quercetina.
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Determinación de cianidina-3-glucósido mediante HPLC
En	la	figura	1,	los	perfiles	cromatográficos	de	las	tres	muestras	son	parecidos,	variando	sólo	
en la proporción de cada antocianina. Los picos predominantes fueron 1 y 3, el primero fue 
identificado	comparando	el	 tiempo	de	retención	del	estándar	cianidina-3-glucósido	(figura	
1A)	con	las	tres	muestras	(figura	1B,	1C	y	1D),	para	finalmente	determinar	su	concentración	
comparando	 sus	 áreas	 respectivas.	 El	 pico	 3,	 según	 Salinas	 et al6, es la cianidina-3-(6"-
malonilglucósido).

Según	 Pedreschi	 y	 Cisneros5, la cianidina-3-glucósido representa el principal tipo de 
antocianina presente en el extracto comercial de maíz morado obtenido de Lima, seguido por la 
cianidina-3-glucósido acilada. Asimismo, Cuevas et al14 investigaron sobre la caracterización 
de	las	antocianinas	en	granos	de	diferentes	variedades	de	maíz	boliviano,	donde	identificaron	
a la cianidina-3-glucósido y cianidina-3-(6"-malonilglucósido) como las mayoritarias, lo que 
concuerda con los resultados obtenidos en la presente investigación.

EAG: Equivalente de ácido gálico; EQ: Equivalente de quercetina. 
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Figura 1. Cromatogramas	A)	Estándar	de	cianidina-3-glucósido	B)	Perfil	obtenido	
del	extracto	de	Lima	C)	Perfil	obtenido	del	extracto	de	Cajamarca	D)	Perfil	obtenido	

del extracto de Apurímac.
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En la tabla 1 se puede observar las concentraciones de cianidina-3-glucósido de diferentes 
regiones	del	Perú,	donde	se	evidencia	que	la	muestra	de	Lima	presenta	el	mayor	valor	con	un	
promedio	de	18,5	mg/g.	Arriaga	y	Castro4 estudiaron el contenido de cianidina-3-glucósido 
en coronta de seis muestras proporcionadas por el Instituto Nacional de Innovación Agraria 
y	 que	 fueron	 cultivadas	 en	 Cajamarca,	 donde	 concluyeron	 que	 la	 variedad	 identificada	
con	el	nombre	de	Sintético	Amplio	era	 la	de	mayor	contenido	(30,8	mg/g).	Una	probable	
explicación a este valor más alto, es que la muestra fue obtenida de un banco de germoplasma 
y fue genéticamente mejorada siendo por lo tanto las condiciones de cultivo diferentes a las 
especies de maíz morado de la presente investigación.

Por otro lado, Pedreschi y Cisneros5 determinaron el contenido de cianidina-3-glucósido en 
maíz morado de una muestra comercial proporcionado por Fitofarma (Lima), encontrando 
15,4 mg/g, siendo inferior al valor de nuestra muestra de Lima. Es necesario indicar que 
la muestra comercial correspondió a un extracto seco atomizado de maíz morado, además 
para	 su	 extracción	 se	 empleó	 la	 técnica	de	maceración	en	 etanol	 al	 60	%	por	48	horas	 a	
temperatura ambiente y tecnologías de secado por aspersión, mientras nosotros trabajamos 
con corontas de maíz morado bajo condiciones de laboratorio y condiciones de extracción 
diferentes.

Hernández	et al15	 realizaron	 la	cuantificación	de	cianidina-3-glucósido	en	granos	de	maíz	
morado	de	diferentes	variedades	mexicanas	obteniendo	un	máximo	de	0,6	mg/g,	contenido	
que	es	muy	inferior	al	rango	de	9,5	a	18,5	mg/g	que	presentaron	las	3	muestras	de	maíces	
peruanas,	 lo	 que	 confirma	 el	 menor	 valor	 de	 los	 compuestos	 bioactivos	 en	 granos	 en	
comparación con las corontas del maíz morado.

Finalmente, podemos mencionar que las variaciones en el contenido de los compuestos 
bioactivos del maíz morado en la presente investigación, podrían ser explicadas por diversos 
factores, entre estos tenemos, la fecha de recolección del recurso vegetal, las condiciones 
edafológicas, agronómicas, climáticas, diversidad genética, la naturaleza de la muestra, 
condiciones de extracción (efecto de tiempo, temperatura, concentración) entre otros. De 
estos	factores,	los	5	primeros	tendrían	una	importante	influencia	en	el	maíz	morado	de	Lima,	
por ser la muestra con mayor contenido de compuestos bioactivos.

CONCLUSIÓN

Los	resultados	de	antocianinas	totales,	polifenoles	totales,	flavonoides	y	cianidina-3-glucósido	
de coronta de maíz morado procedente de Lima (Cañete) fueron los que presentaron los 
valores más altos, lo cual puede ser de interés para la industria alimentaria y farmacéutica.
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EVALUACIÓN DE LA ADSORCIÓN DEL CARBÓN OBTENIDO 
DEL MESOCARPIO DE CACAO (Theobroma cacao L.) 

MODIFICADO POR ULTRASONIDO

Diego Suárez Ramos*, Elvito Fabián Villegas Silvab

RESUMEN

La presente investigación usó el mesocarpio del cacao (residuo de la producción de 
chocolate) como material precursor de carbón vegetal. Este se sometió a temperaturas de 
500°C,	600°C	y	700°C	por	tiempos	de	30,	60	y	90	minutos.	Los	carbones	obtenidos	fueron	
triturados	y	clasificados	según	su	diámetro	en	grano	fino	y	grueso.	Posteriormente,	se	evaluó	
la capacidad de adsorción de cada tratamiento con ácido oxálico (C2H2O4) para determinar 
el carbón vegetal óptimo a usar como blanco. De acuerdo con los resultados, el tratamiento 
600°C60’F	presentó	la	mejor	capacidad	de	adsorción.	Este	se	sometió	a	ultrasonido	a	20kHz	
a	diferentes	amplitudes	de	onda	(20	%	y	40	%)	así	como	tiempos	de	exposición	de	5,	10	y	
20	minutos.	La	evaluación	se	hizo	en	relación	al	blanco	través	de	parámetros	fisicoquímicos	
tales como cinética y equilibrio químico, isotermas de adsorción de C2H2O4 y estimación de la 
superficie	de	adsorción.	Finalmente,	los	resultados	muestran	que	la	exposición	al	ultrasonido	
genera un efecto positivo en el incremento de la capacidad de adsorción del carbón vegetal, 
obteniéndose	un	aumento	de	la	eficiencia	hasta	de	41,84	%	y	una	superficie	de	adsorción	de	
1068,75m2	para	el	tratamiento	C(US)40%5’.

Palabras clave: mesocarpio de cacao, pirólisis, carbón activado, ultrasonido, isotermas de 
adsorción,	superficie	de	adsorción.

EVALUATION OF THE ADSORPTION OF THE MODIFIED 
CARBON BY ULTRASOUND OBTAINED FROM THE 

MESOCARPIO DE CACAO (Theobroma cacao L.) 

ABSTRACT

The present research used cocoa mesocarp (chocolate production residue) as a precursor 
material	of	charcoal.	This	residue	was	subjected	to	temperatures	of	500°C,	600°C	and	700°C	
for	times	of	30,	60	and	90	minutes.	Charcoals	obtained	were	ground	and	classified	according	
to	their	particle	diameter	in	fine	and	coarse.	Subsequently,	the	adsorption	capacity	of	each	
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treatment	with	oxalic	acid	 (C2H2O4)	was	evaluated	 to	determine	 the	optimum	charcoal	 to	
be	used	as	a	blank.	According	to	results,	600°C60'F	treatment	showed	the	best	adsorption	
capacity.	This	one	was	subjected	to	ultrasound	at	20kHz	at	different	wave	amplitudes	(20	%	
and	40	%)	as	well	 as	exposure	 times	of	5,	10	and	20	minutes.	Evaluation	was	compared	
to blank through physicochemical parameters such as chemical kinetics and equilibrium, 
isotherms of adsorption of C2H2O4, and estimation of the adsorption surface. Finally, results 
show	that	exposure	to	ultrasound	generates	a	positive	effect	in	increasing	adsorption	capacity	
of	charcoal,	obtaining	an	increase	in	efficiency	of	up	to	41.84	%	and	an	adsorption	surface	of	
1068.75m2	for	treatment	C(US)40%	5'.

Key words: cacao mesocarp, pyrolysis, activated carbon, ultrasound, adsorption isotherms, 
adsorption surface.

INTRODUCCIÓN

Hoy	en	día,	 la	preocupación	por	 los	niveles	de	contaminación	ambiental	ha	hecho	que	 la	
comunidad	 científica	 busque	 soluciones	 basadas	 en	 principios	 fisicoquímicos	 tangibles	
capaces	de	reducir	la	movilidad	de	los	contaminantes	y	su	toxicidad.	Con	miras	a	este	fin,	
el presente trabajo de investigación busca generar nuevo conocimiento en el campo del 
tratamiento	de	 la	 estabilización-solidificación	de	 contaminantes,	 específicamente	pretende	
innovar la forma tradicional de producir carbón activado conocido por su alta porosidad 
y	 propiedades	 superficiales	 de	 alta	 adsorción	 por	 Bastidas	 et al.1. Como es sabido, la 
producción	del	carbón	activado	se	ha	 realizado	a	 través	de	dos	 rutas	principales;	una	por	
medio del uso de gases de reacción a altas temperaturas, proceso que también es conocido 
como activación física, y otra por medio de la impregnación de éste con sustancias corrosivas 
también mencionada por Sik2 como activación química. 

La investigación aspira a eliminar el uso de gases de reacción como sustancias químicas 
de impregnación mediante el uso de intenso de ondas ultrasónicas, las cuales al viajar en 
alta frecuencia a través de un medio líquido generan pequeñas cavidades que se expanden 
y posteriormente implosionan, creando altas presiones, microcorrientes a chorro y una 
gran cantidad de calor por Brennen3. Estas extremas condiciones proporcionan un inusual 
ambiente	fisicoquímico	el	cual	podría	ser	aprovechado	en	la	limpieza	los	poros	e	intersticios	
entre los planos carbonados de la estructura tridimensional del carbón vegetal de tal forma 
que se logre aumentar su capacidad de adsorción.

Para poder evaluar relación entre el ultrasonido y la capacidad de adsorción en el carbón 
vegetal,	 se	 comparó	 la	 eficiencia	 de	 adsorción	 de	 ácido	 oxálico	 (C2H2O4) en diferentes 
tratamientos sometidos a ultrasonido y un carbón usado como blanco obtenido del mesocarpio 
del cacao (Theobroma cacao L.).
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PARTE EXPERIMENTAL

A) Carbonización de la materia prima
Se	pesó	aproximadamente	200g	del	mesocarpio	de	cacao	(masa	seca)	por	cada	tratamiento.	
Luego se trozó en pedazos de un tamaño aproximado de 1cm2	y	se	distribuyó	en	04	cápsulas	
de	porcelana	de	100mL	(aproximadamente	50g	por	cápsula).	Posteriormente	se	introdujeron	
en	 una	 mufla	 y	 se	 sometieron	 a	 temperaturas	 de	 destilación	 de	 500ºC,	 600ºC	 y	 700ºC	
durante	tiempos	de	30,	60	y	90min	para	cada	temperatura.	Posteriormente,	se	dejó	enfriar	las	
cápsulas unos minutos dentro de un desecador, se pesó la masa carbonizada y se determinó el 
rendimiento de la pirolisis (%R) para cada uno de los 9 tratamientos.

B) Selección del carbón vegetal (selección del blanco)
Del proceso de carbonización se obtuvieron 9 tratamientos de carbón vegetal, estos 
fueron	sometidos	a	molienda	y	posteriormente	fueron	clasificados	en	2	tipos	de	fracciones	
granulométricas	en	función	al	diámetro	de	sus	partículas:	fina	(0,3-0,125	mm)	y	gruesa	(2-0,3	
mm).	Así,	el	número	de	tratamientos	aumento	a	18	(9x2),	debiéndose	escoger	el	prototipo	
más idóneo para ser usado como blanco para comparar el efecto producido en la adsorción 
causado por la exposición al ultrasonido.

Dicho	lo	anterior,	se	evaluó	cada	uno	de	los	18	prototipos	tomando	como	criterio	la	capacidad	
de adsorción y porcentaje de rendimiento.

B.1) Determinación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 y por unidad de masa de 
carbón vegetal en 2 horas
Se	preparó	una	disolución	de	ácido	oxálico	en	agua	destilada	de	concentración	0.1N.	Luego	
se	tomó	una	alícuota	de	10mL	de	esta	disolución	y	se	mezcló	con	40mL	de	agua	destilada	
en un matraz con tapón, de tal forma que se obtenga una mezcla de ácido oxálico-agua 
en	 una	 proporción	 de	 10:40.	 De	 igual	 manera,	 se	 alistó	 4	 matraces	 adicionales	 con	 sus	
respectivos	tapones	y	se	preparó	mezclas	en	las	siguientes	proporciones	20:30;	30:20;	40:10	
y	50:0,	respectivamente.	Al	final	se	obtuvieron	5	matraces	conteniendo	50	mL	de	diferentes	
concentraciones.	Posteriormente,	se	pesó	1.0	±	0,0015	g	de	carbón	vegetal	y	se	agregó	a	cada	
una de las cinco soluciones preparadas. Se taparon y colocaron en un agitador orbital por 2 
horas.

Al	término	de	la	agitación,	se	filtró	cada	solución	en	un	nuevo	juego	de	matraces	utilizando	
embudos	 y	 papel	 filtro	 N°42.	 Luego	 se	 añadieron	 15	 mL	 de	 ácido	 sulfúrico	 2N	 a	 cada	
matraz	y	se	calentaron	por	10	minutos	en	una	cocina	a	temperatura	de	80°C	para	valorarse	
con	permanganato	de	potasio	al	0.1N.	En	el	punto	final	de	la	titulación	se	identificó	por	el	
característico tono de color rosado pálido propio de la reducción del manganeso de+7 a +2.
Se determinó la concentración de ácido oxálico en la fase acuosa y las cantidades adsorbidas 
del	mismo	en	cada	uno	de	los	18	tratamientos	a	través	de	las	siguientes	ecuaciones:



Evaluación de la adsorción del carbón obtenido del mesocarpio de cacao (theobroma cacao l.) Modificado... 219

Rev Soc Quím Perú. 85(2) 2019

Concentración de ácido oxálico en la fase acuosa

Cantidad de ácido oxálico adsorbido (y)

Posteriormente,	 los	 resultados	 obtenidos	 de	 las	 5	 valoraciones	 se	 graficaron	 usando	 las	
inversas	 de	 las	 variables	Y	 y	C,	 y	 se	 verificó	 el	 grado	 de	 asociación	 con	 la	 isoterma	 de	
adsorción	del	modelo	de	Langmuir	a	través	del	coeficiente	de	correlación	de	Pearson.

Finalmente, con las ecuaciones obtenidas de la regresión lineal simple se hallaron las máximas 
cantidades adsorbidas de cada uno de los tratamientos para el tiempo de contacto de 2 horas. 
De esta manera y con los resultados del porcentaje del rendimiento de la pirólisis, se escogió 
el carbón vegetal óptimo a ser usado como blanco.

C) Tratamiento ultrasónico
Se	pesó	20g	de	carbón	vegetal	escogido	en	la	etapa	anterior	(sin	lavar)	y	se	transfirió	a	un	
vaso	de	precipitado	de	250	mL,	este	se	llenó	con	un	volumen	de	200	mL	de	agua	destilada	de	
modo que parte de las impurezas del carbón se solubilizaron en el agua. La sonda ultrasónica 
se	programó	a	la	frecuencia	de	la	onda	a	20kHz	y	se	sumergió	en	la	suspensión	de	carbón	
vegetal	–	agua.	Este	proceso	se	repitió	a	02	amplitudes	de	onda	(20	%	y	40	%)	durante	3	
tiempos	diferentes	(5’,	10’	y	20’)	obteniéndose	6	nuevos	tratamientos	a	evaluar.

D) Evaluación de la cinética química
Para cinética química se procedió a seleccionar al azar 2 tratamientos del total de los 
carbones sometidos a ultrasonido, debido a que para un mismo sistema (C2H2O4-carbón de 
caco) las diferencias en el comportamiento del cambio de la cantidad adsorbida por unidad 
de	tiempo	son	poco	significativas.	Luego,	se	procedió	a	alistar	8	matraces	de	200	mL	por	
cada	 tratamiento,	y	se	colocó	aproximadamente	1.0	±	0,0015	g	de	carbón	ultrasonicado	a	
cada uno. Posteriormente se preparó una disolución de C2H2O4	al	0.5N,	y	se	adicionó	a	cada	
matraz	50	mL.	Estos	fueron	tapados	y	colocados	en	el	agitador	orbital	a	una	velocidad	de	
120rpm	por	tiempo	indefinido.	Posteriormente,	se	evaluó	la	variación	de	la	concentración	del	
C2H2O4 en	función	del	tiempo,	retirando	cada	cierto	tiempo	un	matraz	del	agitador,	filtrándolo	
y	valorando	la	solución	filtrada	por	permanganometría. 

Se determinó la concentración de ácido oxálico en la fase acuosa y las cantidades 

adsorbidas del mismo en cada uno de los 18 tratamientos a través de las siguientes 

ecuaciones: 

 

Ecuación global redox: 

2𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾𝑂𝑂& + 5𝐻𝐻*𝐶𝐶*𝑂𝑂& + 3𝐻𝐻*𝑆𝑆𝑂𝑂& ⟶ 2𝐾𝐾𝐾𝐾𝑆𝑆𝑂𝑂& + 10𝐶𝐶𝑂𝑂* + 𝐾𝐾*𝑆𝑆𝑂𝑂& + 8𝐻𝐻*𝑂𝑂 

 

Concentración de ácido oxálico en la fase acuosa 

𝑐𝑐3 =
𝑁𝑁6789: × 𝑉𝑉6789:

𝑉𝑉=>?
 

Cantidad de ácido oxálico adsorbido (y) 

𝑦𝑦 =
𝑥𝑥
𝑚𝑚 =

𝑐𝑐C − 𝑐𝑐3 × 50 × 126
1000 × 𝑚𝑚FGHIó8

 

𝑦𝑦 =
𝑥𝑥
𝑚𝑚 =

𝑐𝑐C − 𝑐𝑐3 × 6.3
𝑚𝑚FGHIó8

 

 

Posteriormente, los resultados obtenidos de las 5 valoraciones se graficaron usando las 

inversas de las variables Y y C, y se verificó el grado de asociación con la isoterma de 

adsorción del modelo de Langmuir a través del coeficiente de correlación de Pearson. 

Finalmente, con las ecuaciones obtenidas de la regresión lineal simple se hallaron las 

máximas cantidades adsorbidas de cada uno de los tratamientos para el tiempo de 

contacto de 2 horas. De esta manera y con los resultados del porcentaje del rendimiento 

de la pirólisis, se escogió el carbón vegetal óptimo a ser usado como blanco. 

 

C) Tratamiento ultrasónico 

Se pesó 20g de carbón vegetal escogido en la etapa anterior (sin lavar) y se transfirió a 

un vaso de precipitado de 250 mL, este se llenó con un volumen de 200 mL de agua 

destilada de modo que parte de las impurezas del carbón se solubilizaron en el agua. La 

sonda ultrasónica se programó a la frecuencia de la onda a 20kHz y se sumergió en la 

suspensión de carbón vegetal – agua. Este proceso se repitió a 02 amplitudes de onda 

(20 % y 40 %) durante 3 tiempos diferentes (5’, 10’ y 20’) obteniéndose 6 nuevos 

tratamientos a evaluar. 

 

Ecuación global redox:
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E) Determinación de la máxima cantidad adsorbida en el equilibrio
Se	 procedió	 a	 preparar	 un	 número	 de	 8	 disoluciones	 de	 ácido	 oxálico	 con	 un	 rango	 de	
0.0625N	a	1N	en	fiolas	de	50	mL.	Las	disoluciones	se	trasvasaron	en	8	matraces	de	200	mL,	
los	 cuales	 contenían	 previamente	 1.0	 ±	 0,0015	 g	 de	 carbón	 ultrasonicado.	Luego,	 fueron	
tapados	y	colocados	en	agitación	a	una	velocidad	de	120rpm	por	5	días	-según	los	resultados	
de la cinética química- para que se alcance el equilibrio. Todos los carbones ultrasonicados 
incluyendo el carbón blanco fueron sometidos a este proceso. Posteriormente se repitió el 
procedimiento mostrado en el apartado B1. 

Se calculó las concentraciones en el equilibrio de ácido oxálico en la fase acuosa y las 
cantidades adsorbidas en cada uno de los tratamientos. Los valores obtenidos de las 
titulaciones	se	graficaron	usando	las	inversas	de	las	variables	Y	y	Ce,	y	se	verificó	el	grado	
de	asociación	con	la	isoterma	de	adsorción	del	modelo	de	Langmuir	a	través	del	coeficiente	
de correlación de Pearson. Finalmente, con las ecuaciones obtenidas de la regresión lineal 
simple se hallaron las máximas cantidades adsorbidas de cada uno de los tratamientos en el 
equilibrio.

F) Estimación de la superficie de adsorción
A	partir	de	la	ecuación	linealizada	de	Langmuir	(figura	1)	se	estimó	la	superficie	de	adsorción	
multiplicando la inversa del término independiente por el área trasversal de la molécula de 
adsorbida (C2H2O4),	por	el	número	de	Avogadro,	dividido	entre	su	masa	molar.

Figura 1. Gráfica	de	ecuación	de	Langmuir	linealizada
Fuente:	Castellan	(2004).
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G) Secuencia del proceso
A continuación se presenta el diagrama del proceso donde se detallan cada una de las etapas 
para la obtención y evaluación de la adsorción de carbón proveniente del mesocarpio del 
cacao.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Rendimiento de carbonización
El material precursor seco fue sometido a diferentes temperaturas y tiempos de carbonización 
con el objetivo de evaluar el mejor carbón vegetal a usar como blanco para comparar sus 
capacidades de adsorción antes y después de someterlo a ultrasonido. 

Los	 carbones	 sometidos	 a	 la	 temperatura	 de	 500°C	 presentan	 mayor	 cantidad	 de	 masa	
residual	 y	 por	 ende	mayor	 rendimiento	 que	 los	 carbones	 que	 fueron	 sometidos	 a	 700°C.	
Simultáneamente, los carbones sometidos a un mayor tiempo de exposición presentan menor 
rendimiento.	Esto	debido	a	que	a	mayor	temperatura	y	tiempo	de	exposición	se	acentúa	la	
pérdida de material volátil por FAO4.

Los valores obtenidos de los rendimientos de pirolisis se presentan en la tabla 1. Asimismo, 
el	rendimiento	para	los	diferentes	tratamientos	se	encuentra	en	el	intervalo	de	30	%	a	36	%.	
Estos valores se encuentran dentro del promedio de las materias que se usan como precursores 
del carbón activado.

Figura 2. Diagrama del proceso.
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Rendimiento de carbonización 

El material precursor seco fue sometido a diferentes temperaturas y tiempos de 

carbonización con el objetivo de evaluar el mejor carbón vegetal a usar como blanco 

para comparar sus capacidades de adsorción antes y después de someterlo a ultrasonido.  

 

Los carbones sometidos a la temperatura de 500°C presentan mayor cantidad de masa 

residual y por ende mayor rendimiento que los carbones que fueron sometidos a 700°C. 

Simultáneamente, los carbones sometidos a un mayor tiempo de exposición presentan 

menor rendimiento. Esto debido a que a mayor temperatura y tiempo de exposición se 

acentúa la pérdida de material volátil por FAO4. 

 

Los valores obtenidos de los rendimientos de pirolisis se presentan en la tabla 1. 

Asimismo, el rendimiento para los diferentes tratamientos se encuentra en el intervalo 

de 30 % a 36 %. Estos valores se encuentran dentro del promedio de las materias que se 

usan como precursores del carbón activado. 

Tabla1. Rendimiento de carbonización (pirólisis) 

Ensayo Masa del 
precursor (g) 

Masa del Residuo 
Carbonizado (g) % Rendimiento 

500°C30' 53,1161 19,2651 36,27 
500°C60' 49,3346 17,6328 35,74 
500°C90' 41,2731 14,4429 34,99 
600°C30' 54,1612 18,4227 34,01 
600°C60' 55,1001 18,4617 33,51 
600°C90' 48,3093 15,4332 31,95 
700°C30' 45,9801 14,9696 32,56 
700°C60' 46,5772 15,0204 32,25 
700°C90' 53,0365 16,0147 30,20 

 

Selección del carbón vegetal óptimo (selección del blanco) 

El criterio con el que se seleccionó al carbón vegetal óptimo se basó en  la mayor 

capacidad de adsorción y un rendimiento de carbonización medio. Posteriormente, se 

procedió según el apartado b1 determinándose la concentración final y cantidad 

adsorbida de C2H2O4 para un tiempo de 2 horas. El absorbato usado fue el C2H2O4 

debido a que esta molécula es polar y tiene un tamaño relativamente pequeño (área 

Tabla 1. Rendimiento de carbonización (pirólisis).

Selección del carbón vegetal óptimo (selección del blanco)
El criterio con el que se seleccionó al carbón vegetal óptimo se basó en  la mayor capacidad 
de	adsorción	y	un	rendimiento	de	carbonización	medio.	Posteriormente,	se	procedió	según	el	
apartado	b1	determinándose	la	concentración	final	y	cantidad	adsorbida	de	C2H2O4 para un 
tiempo de 2 horas. El absorbato usado fue el C2H2O4 debido a que esta molécula es polar y 
tiene un tamaño relativamente pequeño (área trasversal 25.6A°2) por Rideal5. Además, forma 
enlaces	con	facilidad	por	tratarse	de	un	quelato	favoreciendo	la	fisisorción	y	quimiosorción.

 

trasversal 25.6A°2) por Rideal5. Además, forma enlaces con facilidad por tratarse de un 

quelato favoreciendo la fisisorción y quimiosorción. 
 

Tabla 2. Comparación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 (Y) en 2 horas para fracción 
de diámetro fino (F) y grueso (G) 

Ensayo b Y R2 R 
500°C30'F 4,8158 0,2076 0,9954 0,9977 
500°C30'G 4,8972 0,2042 0,9953 0,9976 
500°C60'F 3,1327 0,3192 0,9938 0,9969 
500°C60'G 5,1856 0,1928 0,9991 0,9995 
500°C90'F 4,0154 0,2490 0,9881 0,9940 
500°C90'G 4,1816 0,2391 0,9786 0,9892 
600°C30'F 4,7062 0,2125 0,9989 0,9994 
600°C30'G 4,9687 0,2013 0,9989 0,9994 
600°C60'F 1,7002 0,5882 0,9991 0,9995 
600°C60'G 3,4558 0,2894 0,9925 0,9962 
600°C90'F 1,8713 0,5344 0,9932 0,9966 
600°C90'G 4,3198 0,2315 0,9956 0,9978 
700°C30'F 3,6911 0,2709 0,9873 0,9936 
700°C30'G 3,8148 0,2621 0,9891 0,9945 
700°C60'F 2,0359 0,4912 0,9980 0,9990 
700°C60'G 2,4681 0,4052 0,9943 0,9971 
700°C90'F 2,4706 0,4048 0,9872 0,9936 
700°C90'G 2,5612 0,3904 0,9922 0,9961 

 

En la tabla 2 se observa que todos los tratamientos poseen un coeficiente de correlación 

de Pearson cercana a la unidad, esto quiere decir que existe una relación directa entre la 

inversa de la variable cantidad adsorbida y la inversa de la concentración final, por lo 

tanto los datos sean confiables y la isoterma es asimilable al modelo de Langmuir. 

 

En la figura 3 se observa la influencia de la temperatura y tiempo de pirólisis en relación 

a cantidad absorbida de C2H2O4. Al aumentar la temperatura de pirólisis se da una 

contracción volumétrica de las partículas eliminándose la materia volátil y en 

consecuencia se crea estructuras porosas poco desarrolladas por Goméz et al6. También 

muestra que el tratamiento que posee la mejor capacidad de adsorción para el tiempo de 

agitación de 2 horas es el carbón pirolizado a 600°C por 1 hora de fracción de diámetro 

fino (600°C60’F). Adicionalmente, este presenta un porcentaje rendimiento de 

Tabla 2. Comparación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 (Y) en 2 horas para 
fracción	de	diámetro	fino	(F)	y	grueso	(G).
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En	la	tabla	2	se	observa	que	todos	los	tratamientos	poseen	un	coeficiente	de	correlación	de	
Pearson cercana a la unidad, esto quiere decir que existe una relación directa entre la inversa 
de	la	variable	cantidad	adsorbida	y	la	inversa	de	la	concentración	final,	por	lo	tanto	los	datos	
sean	confiables	y	la	isoterma	es	asimilable	al	modelo	de	Langmuir.

En	la	figura	3	se	observa	la	influencia	de	la	temperatura	y	tiempo	de	pirólisis	en	relación	a	
cantidad absorbida de C2H2O4. Al aumentar la temperatura de pirólisis se da una contracción 
volumétrica de las partículas eliminándose la materia volátil y en consecuencia se crea 
estructuras porosas poco desarrolladas por Goméz et al6. También muestra que el tratamiento 
que posee la mejor capacidad de adsorción para el tiempo de agitación de 2 horas es el carbón 
pirolizado	a	600°C	por	1	hora	de	fracción	de	diámetro	fino	(600°C60’F).	Adicionalmente,	
este presenta un porcentaje rendimiento de carbonización medio, lo cual hace que cumpla 
con los criterios para ser usado como blanco.

Posterior a la elección del carbón vegetal óptimo, se sometió al blanco a ondas ultrasónicas 
de	20kHz	a	02	amplitudes	de	onda	de	20	%	y	40	%	y	tiempos	de	exposición	de	5,	10	y	20	min.

Cinética química de los tratamientos
En la tabla 3 se muestra los resultados de la variación de la concentración en función del 
tiempo	para	los	carbones	ultrasonicados	a	20kHz	a	una	amplitud	de	20	%	por	20	min	y	40	
% por 5 min, los cuales fueron elegidos al azar de los 6 tratamientos expuestos a las ondas 
ultrasónicas.

Figura 3. Cantidad adsorbida por unidad de masa de carbón vegetal en gramos.
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Posterior a la elección del carbón vegetal óptimo, se sometió al blanco a ondas 

ultrasónicas de 20kHz a 02 amplitudes de onda de 20 % y 40 % y tiempos de exposición 

de 5, 10 y 20 min. 

 

Cinética química de los tratamientos 

En la tabla 3 se muestra los resultados de la variación de la concentración en función del 

tiempo para los carbones ultrasonicados a 20kHz a una amplitud de 20 % por 20 min y 

40 % por 5 min, los cuales fueron elegidos al azar de los 6 tratamientos expuestos a las 

ondas ultrasónicas. 

 

Tabla 3. Determinación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 en función del tiempo para 
carbones ultrasonicados a 20kHz una amplitud de 20 % por 20 min y 40 % por 5 min 

Ensayo 20%20' 40%5’ 

Tiempo (h) 
Volumen 
Gastado 

KMnO4 (mL) 

Ce 
concenc. en 
equilibrio 

(N) 

x cantidad 
adsorbida (g) 

Volumen 
Gastado 

KMnO4 (mL) 

Ce 
concenc. en 
equilibrio 

(N) 

x cantidad 
adsorbida (g) 

0 25 0,5 0,00 25 0,5 0,00 
6 20,4 0,408 0,29 19,75 0,395 0,33 
9 20,3 0,406 0,30 19,7 0,394 0,33 

16 19,85 0,397 0,32 19,2 0,384 0,37 
33 19,75 0,395 0,33 18,7 0,374 0,40 
46 19,6 0,392 0,34 18,2 0,364 0,43 
57 19,15 0,383 0,37 18,05 0,361 0,44 
66 19,1 0,382 0,37 17,65 0,353 0,46 
81 18,7 0,374 0,40 17,2 0,344 0,49 

 

Tabla 3. Determinación	de	la	cantidad	adsorbida	de	C2H2O4	en	función	del	tiempo	para	
carbones	ultrasonicados	a	20kHz	una	amplitud	de	20	%	por	20	min	y	40	%	por	5	min.

Las	figuras	4	y	5	muestran	la	cinética	química	de	los	carbones	ultrasonicados	a	20kHz	con	
20	%	de	amplitud	de	onda		a	20	minutos	de	exposición	y	40		%	de	amplitud	de	onda	por	5	
minutos de exposición, respectivamente.

Para ambos tratamientos se aprecia que el tiempo que tarda el fenómeno en llegar al equilibrio 
es	aproximadamente	superior	a	las	90	horas.	Entonces	para	determinar	la	máxima	cantidad	
adsorbida	de	C2H2O4	por	unidad	de	masa	de	carbón	(Ymáx)	fue	necesario	colocar	todos	
los	 tratamientos	 ultrasonicados	 a	 un	 tiempo	 de	 agitación	 superior	 a	 las	 90	 horas.	 En	 los	
experimentos	posteriores	el	tiempo	de	agitación	fue	de	5	días	(120	horas).

Forma y clasificación de las isotermas en estudio
Se	procedió	a	preparar	un	número	de	8	disoluciones	de	ácido	oxálico	en	un	rango	de	0.0625N	
a	1N.	A	cada	una	de	las	disoluciones	se	les	adicionó	1.0	±	0,0015	g	de	carbón	y	se	colocaron	
en	 agitación	 por	 120	 horas.	 La	 tabla	 4	 muestra	 las	 cantidades	 adsorbidas	 de	 C2H2O4	
correspondiente al carbón vegetal sin ultrasonicar (carbón blanco), mientras la tabla 5 muestra 

 

Las figuras 4 y 5 muestran la cinética química de los carbones ultrasonicados a 20kHz 

con 20 % de amplitud de onda  a 20 minutos de exposición y 40  % de amplitud de onda 

por 5 minutos de exposición, respectivamente. 

 

Para ambos tratamientos se aprecia que el tiempo que tarda el fenómeno en llegar al 

equilibrio es aproximadamente superior a las 90 horas. Entonces para determinar la 

máxima cantidad adsorbida de C2H2O4 por unidad de masa de carbón (Ymáx) fue 

necesario colocar todos los tratamientos ultrasonicados a un tiempo de agitación 

superior a las 90 horas. En los experimentos posteriores el tiempo de agitación fue de 5 

días (120 horas). 
 

 
Figura 4. Cinética química del 
tratamiento CUS(A=20%t=20’) 

 

 
Figura 5. Cinética química del 
tratamiento CUS(A=40%t=5’) 

Forma y clasificación de las isotermas en estudio 

Se procedió a preparar un número de 8 disoluciones de ácido oxálico en un rango de 

0.0625N a 1N. A cada una de las disoluciones se les adicionó 1.0 ± 0,0015 g de carbón 

y se colocaron en agitación por 120 horas. La tabla 4 muestra las cantidades adsorbidas 

de C2H2O4 correspondiente al carbón vegetal sin ultrasonicar (carbón blanco), mientras 

la tabla 5 muestra las cantidades adsorbidas correspondiente a los carbones 

ultrasonicados a la amplitud de onda de 20 % a tiempos de exposición de 5, 10 y 20 

minutos, respectivamente. Asimismo, la tabla 6 muestra las cantidades adsorbidas 

correspondiente a los carbones ultrasonicados a la amplitud de onda de 40 % a tiempos 

de exposición de 5, 10 y 20 minutos. 
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Tabla 4. Determinación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 en el equilibrio para carbón 
vegetal	600°C60’.

Tabla 5. Determinación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 en el equilibrio para carbón 
ultrasonicados	a	20	%	de	amplitud	de	onda.

Tabla 6. Determinación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 en el equilibrio para carbón 
ultrasonicados	a	40	%	de	amplitud	de	onda.

las cantidades adsorbidas correspondiente a los carbones ultrasonicados a la amplitud de 
onda	de	20	%	a	tiempos	de	exposición	de	5,	10	y	20	minutos,	respectivamente.	Asimismo,	la	
tabla 6 muestra las cantidades adsorbidas correspondiente a los carbones ultrasonicados a la 
amplitud	de	onda	de	40	%	a	tiempos	de	exposición	de	5,	10	y	20	minutos.

 

Tabla 4. Determinación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 en el equilibrio para carbón 
vegetal 600°C60’ 

Co 
concenc. Inicial 

(N) 

Volumen 
Gastado 

KMnO4 (mL) 

Ce 
concenc. en 
equilibrio 

(N) 

x 
cantidad 

adsorbida (g) 

x/m = Y 
cantidad 

adsorbida / 
masa de carbón 

1/Y 1/Ce 

0 0 0 0,0000 0,0000 --- --- 
0,0625 1,7 0,034 0,0898 0,0898 11,1 29,4 
0,125 3,5 0,07 0,1733 0,1733 5,8 14,3 
0,1875 5,9 0,118 0,2189 0,2189 4,6 8,5 
0,3125 10,9 0,218 0,2977 0,2977 3,4 4,6 
0,4375 16,35 0,327 0,3481 0,3481 2,9 3,1 
0,8125 32,6 0,652 0,5056 0,5056 2,0 1,5 
0,875 35,5 0,71 0,5198 0,5198 1,9 1,4 

1 41,6 0,832 0,5292 0,5292 1,9 1,2 
 

Tabla 5. Determinación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 en el equilibrio para carbón 
ultrasonicados a 20 % de amplitud de onda 

600°C60'20%5' 600°C60'20%10' 600°C60'20%20' 

Ce  
concenc. en 

equilibrio (N) 

x cantidad 
adsorbida 

(mg/g) 

Ce  
concenc. en 

equilibrio (N) 

x cantidad 
adsorbida 

(mg/g) 

Ce  
concenc. en 

equilibrio (N) 

x cantidad 
adsorbida 

(mg/g) 

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
0,024 0,121 0,027 0,112 0,002 0,078 
0,046 0,249 0,056 0,217 0,004 0,163 
0,082 0,332 0,102 0,269 0,005 0,304 
0,191 0,383 0,208 0,329 0,007 0,634 
0,297 0,443 0,313 0,392 0,008 0,961 
0,615 0,622 0,632 0,569 0,011 1,955 
0,672 0,639 0,680 0,614 0,012 2,103 
0,782 0,687 0,790 0,662 0,013 2,447 

 
Tabla 6. Determinación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 en el equilibrio para carbón 

ultrasonicados a 40 % de amplitud de onda 
600°C60'40%5' 600°C60'40%10' 600°C60'40%20' 

Ce  
concenc. en 

equilibrio (N) 

x cantidad 
adsorbida 

(mg/g) 

Ce  
concenc. en 

equilibrio (N) 

x cantidad 
adsorbida 

(mg/g) 

Ce  
concenc. en 

equilibrio (N) 

x cantidad 
adsorbida 

(mg/g) 

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
0,024 0,121 0,027 0,112 0,027 0,112 
0,042 0,261 0,048 0,243 0,052 0,230 
0,072 0,364 0,082 0,332 0,084 0,326 
0,176 0,430 0,184 0,405 0,186 0,398 
0,280 0,496 0,294 0,452 0,292 0,458 
0,604 0,657 0,614 0,625 0,619 0,610 
0,660 0,677 0,668 0,652 0,676 0,627 
0,770 0,725 0,778 0,699 0,784 0,680 
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0,046 0,249 0,056 0,217 0,004 0,163 
0,082 0,332 0,102 0,269 0,005 0,304 
0,191 0,383 0,208 0,329 0,007 0,634 
0,297 0,443 0,313 0,392 0,008 0,961 
0,615 0,622 0,632 0,569 0,011 1,955 
0,672 0,639 0,680 0,614 0,012 2,103 
0,782 0,687 0,790 0,662 0,013 2,447 

 
Tabla 6. Determinación de la cantidad adsorbida de C2H2O4 en el equilibrio para carbón 

ultrasonicados a 40 % de amplitud de onda 
600°C60'40%5' 600°C60'40%10' 600°C60'40%20' 

Ce  
concenc. en 

equilibrio (N) 

x cantidad 
adsorbida 

(mg/g) 

Ce  
concenc. en 

equilibrio (N) 

x cantidad 
adsorbida 

(mg/g) 

Ce  
concenc. en 

equilibrio (N) 

x cantidad 
adsorbida 

(mg/g) 

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
0,024 0,121 0,027 0,112 0,027 0,112 
0,042 0,261 0,048 0,243 0,052 0,230 
0,072 0,364 0,082 0,332 0,084 0,326 
0,176 0,430 0,184 0,405 0,186 0,398 
0,280 0,496 0,294 0,452 0,292 0,458 
0,604 0,657 0,614 0,625 0,619 0,610 
0,660 0,677 0,668 0,652 0,676 0,627 
0,770 0,725 0,778 0,699 0,784 0,680 
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La	 figura	 6	 y	 la	 figura	 7	muestran	 que	 a	 bajas	 concentraciones	 de	 equilibrio	 la	 cantidad	
adsorbida se incrementa rápidamente, mientras que a altas concentraciones disminuye. En 
otras palabras, la pendiente decrece a medida que aumenta la concentración debido a que los 
sitios de adsorción disponibles. Este comportamiento coincide con lo expuesto por Sparks7. 
Por lo tanto el sistema en estudio coincide con una isoterma tipo L. 

Según	Lyklema8, el tipo de isoterma L (también conocida como tipo de Langmuir) ocurre 
incluso cuando las premisas de la teoría de Langmuir no están satisfechas y son típicas 
de	superficies	heterogéneas.	Este	 tipo	de	 isotermas	de	alta	afinidad	se	caracterizan	por	un	
aumento inicial muy pronunciado, seguido de una pseudo meseta.  

 

 

La figura 6 y la figura 7 muestran que a bajas concentraciones de equilibrio la cantidad 

adsorbida se incrementa rápidamente, mientras que a altas concentraciones disminuye. 

En otras palabras, la pendiente decrece a medida que aumenta la concentración debido a 

que los sitios de adsorción disponibles. Este comportamiento coincide con lo expuesto 

por Sparks7. Por lo tanto el sistema en estudio coincide con una isoterma tipo L.  

 

Según Lyklema8, el tipo de isoterma L (también conocida como tipo de Langmuir) 

ocurre incluso cuando las premisas de la teoría de Langmuir no están satisfechas y son 

típicas de superficies heterogéneas. Este tipo de isotermas de alta afinidad se 

caracterizan por un aumento inicial muy pronunciado, seguido de una pseudo meseta. 

 
 

Figura 6. Isotermas de adsorción para carbón blanco y carbones ultrasonicados a una 
amplitud de 20 % a diferentes tiempos 

 
Figura 7. Isotermas de adsorción para carbón blanco y carbones ultrasonicados a una 

amplitud de 40 % a diferentes tiempos 
 

Cálculo de las cantidades máximas adsorbidas en el equilibrio 
Se determinaron la máxima cantidad de adsorción de cada uno de los tratamientos verificando 

sus coeficientes de correlación de Pearson con el modelo de Langmuir. Se correlacionó la 

inversa de las cantidades adsorbidas (1/y) con la inversa de las concentraciones en el equilibrio 

 

 

La figura 6 y la figura 7 muestran que a bajas concentraciones de equilibrio la cantidad 

adsorbida se incrementa rápidamente, mientras que a altas concentraciones disminuye. 

En otras palabras, la pendiente decrece a medida que aumenta la concentración debido a 

que los sitios de adsorción disponibles. Este comportamiento coincide con lo expuesto 

por Sparks7. Por lo tanto el sistema en estudio coincide con una isoterma tipo L.  

 

Según Lyklema8, el tipo de isoterma L (también conocida como tipo de Langmuir) 

ocurre incluso cuando las premisas de la teoría de Langmuir no están satisfechas y son 

típicas de superficies heterogéneas. Este tipo de isotermas de alta afinidad se 

caracterizan por un aumento inicial muy pronunciado, seguido de una pseudo meseta. 

 
 

Figura 6. Isotermas de adsorción para carbón blanco y carbones ultrasonicados a una 
amplitud de 20 % a diferentes tiempos 

 
Figura 7. Isotermas de adsorción para carbón blanco y carbones ultrasonicados a una 

amplitud de 40 % a diferentes tiempos 
 

Cálculo de las cantidades máximas adsorbidas en el equilibrio 
Se determinaron la máxima cantidad de adsorción de cada uno de los tratamientos verificando 

sus coeficientes de correlación de Pearson con el modelo de Langmuir. Se correlacionó la 

inversa de las cantidades adsorbidas (1/y) con la inversa de las concentraciones en el equilibrio 

Figura 6. Isotermas de adsorción para carbón blanco y carbones ultrasonicados a 
una	amplitud	de	20	%	a	diferentes	tiempos.

Figura 7. Isotermas de adsorción para carbón blanco y carbones ultrasonicados a 
una	amplitud	de	40	%	a	diferentes	tiempos.
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Cálculo de las cantidades máximas adsorbidas en el equilibrio
Se	determinaron	la	máxima	cantidad	de	adsorción	de	cada	uno	de	los	tratamientos	verificando	
sus	 coeficientes	 de	 correlación	 de	 Pearson	 con	 el	 modelo	 de	 Langmuir.	 Se	 correlacionó	
la inversa de las cantidades adsorbidas (1/y) con la inversa de las concentraciones en el 
equilibrio	 (1/Ce)	 en	 una	 representación	 gráfica,	 donde	 la	 el	 intercepto	 en	 el	 eje	 de	 las	
ordenadas representa la inversa de la cantidad máxima adsorbida (1/Ymáx). La tabla 7 
muestra que el grado de asociación existente entre la inversa la variable “1/Y” y la variable 
“1/Ce” es cercana a la unidad y por ende existe una correlación perfecta positiva.

Asimismo	en	la	figura	8	se	observa	que	los	carbones	sometidos	a	una	amplitud	de	onda	de	
20	%	exceden	ligeramente	la	cantidad	adsorbida	por	el	blanco,	mientras	que	los	de	40	%	de	
amplitud se distancian marcadamente de este.

Este comportamiento se debe a que la energía trasportada por una onda sonora es directamente 
proporcional al cuadrado de la amplitud por Giancoli9. Los carbones sometidos a amplitudes 
de	onda	de	40	%	recibieron	mayor	cantidad	de	energía	por	unidad	de	área	 trasversal	que	
los	carbones	sometidos	a	20	%	de	la	amplitud	para	un	mismo	tiempo.	Asimismo,	Suslick10 
menciona que una onda ultrasónica de alta intensidad expande una cavidad tan rápidamente 
durante el ciclo de presión negativa que esta no tendrá oportunidad de encogerse durante el 
ciclo de presión positiva, mientras que una onda baja intensidad, el tamaño de la cavidad 
oscila	 con	 los	ciclos	de	expansión	y	compresión.	Esto	 significa	que	 las	 cavidades	en	una	
onda de alta intensidad llegan en menor tiempo a su tamaño crítico que las de baja intensidad, 
implosionando	en	la	superficie	del	carbón	vegetal	a	una	tasa	mayor.

 

(1/Ce) en una representación gráfica, donde la el intercepto en el eje de las ordenadas representa 

la inversa de la cantidad máxima adsorbida (1/Ymáx). La tabla 7 muestra que el grado de 

asociación existente entre la inversa la variable “1/Y” y la variable “1/Ce” es cercana a la 

unidad y por ende existe una correlación perfecta positiva. 

 

Tabla 7. Máximas cantidades adsorbidas y su relación con el 
coeficiente de correlación lineal para los carbones ultrasonicados (US) 

Ensayo b Y máx m R2 R 
C(US)20%5' 1,3720 0,7289 0,1557 0,9693 0,9845 
C(US)20%10' 1,5818 0,6322 0,1959 0,9801 0,9900 
C(US)20%20' 1,6030 0,6238 0,3038 0,9898 0,9949 
C(US)40%5' 1,1479 0,8712 0,1542 0,9470 0,9731 
C(US)40%10' 1,1658 0,8578 0,1920 0,9538 0,9766 
C(US)40%20' 1,2007 0,8328 0,1976 0,9772 0,9885 

Blanco 1,6282 0,6142 0,3201 0,9935 0,9967 
 

Asimismo en la figura 8 se observa que los carbones sometidos a una amplitud de onda 

de 20 % exceden ligeramente la cantidad adsorbida por el blanco, mientras que los de 

40 % de amplitud se distancian marcadamente de este. 

 

Este comportamiento se debe a que la energía trasportada por una onda sonora es 

directamente proporcional al cuadrado de la amplitud por Giancoli9. Los carbones 

sometidos a amplitudes de onda de 40 % recibieron mayor cantidad de energía por 

unidad de área trasversal que los carbones sometidos a 20 % de la amplitud para un 

mismo tiempo. Asimismo, Suslick10 menciona que una onda ultrasónica de alta 

intensidad expande una cavidad tan rápidamente durante el ciclo de presión negativa 

que esta no tendrá oportunidad de encogerse durante el ciclo de presión positiva, 

mientras que una onda baja intensidad, el tamaño de la cavidad oscila con los ciclos de 

expansión y compresión. Esto significa que las cavidades en una onda de alta intensidad 

llegan en menor tiempo a su tamaño crítico que las de baja intensidad, implosionando 

en la superficie del carbón vegetal a una tasa mayor. 

 

Tabla 7. Máximas	cantidades	adsorbidas	y	su	relación	con	el
coeficiente	de	correlación	lineal	para	los	carbones	ultrasonicados	(US).
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Por otro lado, la capacidad de adsorción disminuye al prolongarse el tiempo de exposición al 

ultrasonido a una amplitud de onda constante. Esto se debe al efecto secundario de la implosión, 

el cual genera un calor intenso que aumenta la temperatura del líquido circundante, creando 

puntos calientes locales por Brennen3. Aunque la temperatura en estos puntos es alta (aprox. 

5500°C), las regiones son tan pequeñas que el calor se disipa. En forma neta, la temperatura del 

fluido se incrementa gradualmente a medida que se prolonga el tiempo de exposición de las 

ondas (tabla 8). Cuanto mayor sea la temperatura del medio, más vapor habrá dentro de la 

cavidad y este amortigua la implosión por Suslick10. 

 

Tabla 8. Temperatura del agua de cada tratamiento expuestas a ultrasonido a  
diferentes tiempos 

Ensayo C(US)20%5' C(US)20%10' C(US)20%20' C(US)40%5' C(US)40%10' C(US)40%20' 

T (C°) 30,2°C 40,1°C 59,5°C 32,3°C 41,2°C 60,2°C 
 

Evaluación de la eficiencia de los carbones ultrasonicados 
La tabla 9  muestra el incremento un incremento en la eficiencia de la capacidad adsorción de 

los carbones sometidos al ultrasonido en relación al carbón blanco. En este, se observa que el 

carbón sometido a una amplitud de 40 % de la onda a un tiempo de 5 minutos tiene un 

incremento de la eficiencia de 41,84 %, mientras que el carbón sometido a una amplitud de la 

onda de 20 % con un tiempo de exposición de 20 minutos presenta el valor más bajo 

correspondiente al 1,57 %. 

 

Tabla. 9 Comparación de la variación eficiencia 

Código 20%5' 20%10' 20%20' 40%5' 40%10' 40%20' 
Eficiencia 18,67 2,93 1,57 41,84 39,66 35,60 
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Figura 8. Comparación de la máxima cantidad adsorbida entre el blanco y los 
carbones sometidos a ultrasonido.

Por otro lado, la capacidad de adsorción disminuye al prolongarse el tiempo de exposición 
al ultrasonido a una amplitud de onda constante. Esto se debe al efecto secundario de la 
implosión, el cual genera un calor intenso que aumenta la temperatura del líquido circundante, 
creando puntos calientes locales por Brennen3. Aunque la temperatura en estos puntos es alta 
(aprox.	 5500°C),	 las	 regiones	 son	 tan	 pequeñas	 que	 el	 calor	 se	 disipa.	En	 forma	neta,	 la	
temperatura	del	fluido	se	incrementa	gradualmente	a	medida	que	se	prolonga	el	tiempo	de	
exposición	de	las	ondas	(tabla	8).	Cuanto	mayor	sea	la	temperatura	del	medio,	más	vapor	
habrá dentro de la cavidad y este amortigua la implosión por Suslick10.

Evaluación de la eficiencia de los carbones ultrasonicados
La	tabla	9	muestra	el	incremento	un	incremento	en	la	eficiencia	de	la	capacidad	adsorción	
de los carbones sometidos al ultrasonido en relación al carbón blanco. En este, se observa 
que	el	carbón	sometido	a	una	amplitud	de	40	%	de	la	onda	a	un	tiempo	de	5	minutos	tiene	
un	incremento	de	la	eficiencia	de	41,84	%,	mientras	que	el	carbón	sometido	a	una	amplitud	
de	la	onda	de	20	%	con	un	tiempo	de	exposición	de	20	minutos	presenta	el	valor	más	bajo	
correspondiente al 1,57 %.

Tabla 8. Temperatura del agua de cada tratamiento expuestas a ultrasonido a diferentes tiempos.

Tabla 9. Comparación	de	la	variación	eficiencia.
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Cálculo de la superficie de adsorción
En	la	tabla	10	se	observa	que	el	área	superficial	estimada	de	los	carbones	ultrasonicados	a	
la	amplitud	de	40	%	presentan	valores	por	encima	de	1000	m2, mientras que los carbones 
ultrasonicados	a	la	amplitud	de	20	%	muestran	valores	ligeramente	por	encima	del	blanco	
(753,48	m2). Estos valores están por encima de los encontrados por Tejada et al.	(287,5	m2 y 
205,4	m2) para la cascarilla de la semilla del cacao.

CONCLUSIONES

La cinética química demuestra que el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio dentro 
sistema	binario	específico	(ácido	oxálico-carbón	de	mesocarpio	de	cacao)	es	aproximadamente	
90	horas.

Los datos experimentales de las cantidades adsorbidas de C2H2O4 por unidad de masa de 
carbón de ultrasonicado demuestran que las isotermas obtenidas son de la forma tipo “L”, 
además	los	coeficientes	de	correlación	de	Pearson	prueban	que	la	isoterma	se	ajusta	al	modelo	
de Langmuir.

Las isotermas muestran que los carbones ultrasonicados poseen una mayor cantidad adsorbida 
en	el	equilibrio	que	el	blanco,	siendo	la	serie	de	40	%	de	amplitud	onda	la	que	presenta	los	
valores más altos.

En	relación	al	 incremento	de	 la	eficiencia	el	carbón	sometido	a	una	amplitud	de	40	%	de	
la	onda	a	un	 tiempo	de	5	minutos	(C(US)40%5’)	muestra	el	valor	más	alto	con	41,84	%,	
mientras	 que	 el	 carbón	 sometido	 a	 una	 amplitud	 de	 la	 onda	 de	 20	%	 a	 un	 tiempo	de	 20	
minutos	(C(US)20%20’)	presenta	el	valor	más	bajo	correspondiente	al	1,57	%.

El	área	superficial	estimada	de	 los	carbones	ultrasonicados	a	una	amplitud	de	40	%	de	 la	
onda	presentan	valores	por	encima	de	1000	m2, alcanzando el valor máximo el tratamiento 
C(US)40%5'	con	1068,75	m2	mientras	que	los	carbones	ultrasonicados	a	la	amplitud	de	20	%	
muestran	valores	ligeramente	por	encima	del	blanco	(753,48	m2).

 

Cálculo de la superficie de adsorción 

En la tabla 10 se observa que el área superficial estimada de los carbones ultrasonicados a la 

amplitud de 40 % presentan valores por encima de 1000 m2, mientras que los carbones 

ultrasonicados a la amplitud de 20 % muestran valores ligeramente por encima del blanco 

(753,48 m2). Estos valores están por encima de los encontrados por Tejada et al.  (287,5 m2 y 

205,4 m2) para la cascarilla de la semilla del cacao. 

 
Tabla 10. Estimación de la superficie de los diferentes tratamientos expuestos a 

ultra sonido y el blanco 

Ensayo Y máx N°moles 
adsorbidas 

N°moléculas 
adsorbidas Área (m2) 

C(US)20%5' 0,7289 0,005781 3,48157E+21 894,18 
C(US)20%10' 0,6322 0,005015 3,01979E+21 775,58 
C(US)20%20' 0,6238 0,004948 2,97986E+21 765,32 
C(US)40%5' 0,8712 0,006910 4,16126E+21 1068,75 
C(US)40%10' 0,8578 0,006804 4,09737E+21 1052,34 
C(US)40%20' 0,8328 0,006606 3,97827E+21 1021,75 

Blanco 0,6142 0,004872 2,93374E+21 753,48 
 

 

CONCLUSIONES 
La cinética química demuestra que el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio dentro 

sistema binario específico (ácido oxálico-carbón de mesocarpio de cacao) es 

aproximadamente 90 horas. 

Los datos experimentales de las cantidades adsorbidas de C2H2O4 por unidad de masa 

de carbón de ultrasonicado demuestran que las isotermas obtenidas son de la forma tipo 

“L”, además los coeficientes de correlación de Pearson prueban que la isoterma se 

ajusta al modelo de Langmuir. 

Las isotermas muestran que los carbones ultrasonicados poseen una mayor cantidad 

adsorbida en el equilibrio que el blanco, siendo la serie de 40 % de amplitud onda la que 

presenta los valores más altos. 

En relación al incremento de la eficiencia el carbón sometido a una amplitud de 40 % de 

la onda a un tiempo de 5 minutos (C(US)40%5’) muestra el valor más alto con 41,84 %, 

mientras que el carbón sometido a una amplitud de la onda de 20 % a un tiempo de 20 

minutos (C(US)20%20’) presenta el valor más bajo correspondiente al 1,57 %. 

Tabla 10. Estimación	de	la	superficie	de	los	diferentes	tratamientos	expuestos	a	ultra	
sonido y el blanco.
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BIOPELÍCULAS PRODUCIDAS CON CÁSCARA DE NARANJA Y 
REFORZADAS CON CELULOSA BACTERIANA

Evelin	Alata	Mayhuirec,	Yuri	Cuadros	Huamaníc,	Luis	Miranda	Zanardib, 
Esperanza	Medina	de	Miranda*a

RESUMEN

En este estudio se han elaborado biopelículas a partir de cáscara de naranja, utilizando 
pectina,	en	calidad	de	reticulante	y	glicerina	que	hace	las	veces	de	plastificante.	Asimismo,	
se ha determinado el efecto de la adición de celulosa bacteriana, obtenida de la fermentación 
estática de kombucha (Manchurian fungus), en tales biopelículas. Es destacable que la 
cáscara de naranja ha sido sometida previamente a un proceso de extracción por arrastre de 
vapor para recuperar su aceite esencial.
Experimentalmente, se encontró que una formulación adecuada de biopelículas contiene 
los	porcentajes	másicos	siguientes:	cáscara	de	naranja,	15;	celulosa	bacteriana,	5;	pectina,	
40;	y	glicerina,	40.	Dicha	biopelícula	ostentó	una	resistencia	a	 la	 tensión	de	5,53	N/mm2, 
elongación	de	51,60	%	y	permeabilidad	de	0,0273	g.mm/(h.kPa.m2). 
El	contenido	de	pectina	afectó	significativamente	las	propiedades	de	las	biopelículas,	debido	
a su interacción con el glicerol. La celulosa bacteriana contribuyó a incrementar la resistencia 
a la tensión de las biopelículas, pero redujo su elongación, y permeabilidad, Por ello se 
constituye en un agente reforzante efectivo cuya producción es sencilla y segura. 

Palabras clave: biopelículas, cáscara de naranja, celulosa bacteriana, propiedades mecánicas 
y de barrera.

BIODEGRADABLE FILMS PRODUCED WITH ORANGE PEEL 
AND REINFORCED BY BACTERIAL CELLULOSE 

ABSTRACT

This	 work	 proposes	 the	 formulation	 of	 biofilms	 out	 of	 orange	 peel,	 using	 pectin	 as	 a	
crosslinking	 agent	 and	 glycerol	 as	 plasticizer.	Also,	 it	 was	 determined	 the	 impact	 of	 the	
addition of bacterial cellulose obtained from the static fermentation of kombucha (Manchurian 
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fungus)	in	such	biofilms.	It	is	noticeable	that	the	orange	peel	has	been	subject	previously	to	
an extraction process by steam distillation to recover its essential oil.
Experimentally	it	was	determined	that	an	appropriate	biofilm	formulation	has	the	following	
mass	percentages:	orange	peel,	15;	bacterial	cellulose,	5;	pectin,	40;	and	glycerol,	40.	Such	
biofilm	showed	the	following	property	values:	tension	stress	at	break,	5.53	N/mm2;	elongation	
at	break,	51.60	%;	and,	water	vapor	permeability,	0.0273	g.mm/(h.kPa.m2). 
Pectin	content	affected	significantly	the	properties	of	the	biofilms	due	to	its	interaction	with	
glycerol.	Bacterial	cellulose	contributed	to	increase	the	tension	stress	of	the	biofilm,	but	it	
reduced	the	value	of	elongation	and	water	vapor	permeability,	which	may	be	convenient	for	
a	diversity	of	applications.	That	is	why	bacterial	cellulose	constitutes	an	efficient	reinforcing	
agent,	whose	production	process	is	simple	and	safe.	

Key words:	 biodegradable	films,	 orange	peel,	 bacterial	 cellulose,	mechanical	 and	barrier	
properties.

INTRODUCCIÓN

Las biopelículas aparecen como muy buena alternativa para mitigar la contaminación 
producida por el plástico, en vista de que se descomponen bajo condiciones ambientales. En 
tal sentido, la producción competitiva de biopelículas a partir de materias primas disponibles 
en	el	Perú,	es	una	tarea	que	ofrece	múltiples	posibilidades.	El	presente	estudio	selecciona	
como componentes básicos de las biopelículas la cáscara de naranja, la celulosa bacteriana 
y el glicerol. La incorporación de la celulosa bacteriana a biopelículas es novedosa, pero 
muy promisoria porque se produce de modo seguro y a bajo costo. Por esto es de vital 
importancia evaluar el efecto de la adición de celulosa bacteriana sobre las propiedades de 
dichas biopelículas. En el presente estudio se produjo la celulosa bacteriana a partir de la 
fermentación del té negro, y se evaluó su aporte sobre las  propiedades de las biopelículas1.  
Se podría potenciar la producción de té peruano (Camellia sinensis), para la producción de 
celulosa bacteriana y su posterior aplicación en biopelículas. 

Es pertinente tomar como referencia el Análisis del Ciclo de Vida, en la elaboración de 
biopelículas, pues ofrece una valoración del impacto ambiental y de la economía de los 
productos.	Dicho	análisis	evalúa	el	impacto	ambiental	de	los	materiales	desde	su	producción,	
posterior	manipulación,	uso	y	disposición	final,	el	que	es	regulado	por	la	norma	ISO	14040	y	
contribuye en la toma de decisiones sobre materias primas a emplear, modos de producción 
y	especificaciones	de	los	productos.	

Entonces, desde la perspectiva del Análisis del Ciclo de Vida, la cáscara de naranja valenciana 
(citrus x sinensis) empleada es un residuo industrial que se obtiene luego de la producción 
de jugo y aceite esencial (por arrastre de vapor), por ello su costo es sumamente bajo y 
se le estaría agregando valor y evitando que sea un elemento contaminante. De otro lado, 
la celulosa bacteriana, que es producida por la fermentación del té negro, es un recurso 
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obtenido mediante un proceso biológico a bajo costo y con mínimo impacto ambiental. De 
esta fermentación el té negro es demandado como un agente nutracéutico, contribuyendo con 
una mayor valoración en el ciclo de vida.

Complementando	este	 enfoque	ecológico,	 se	 eligió	 como	medio	plastificante	 la	glicerina,	
sustancia	que	aparece	como	subproducto	de	la	esterificación	en	la	producción	de	biodiesel	
y que se genera en grandes cantidades, constituyendo una amenaza potencial para el medio 
ambiente si no se encuentran usos rentables2. 

Arévalo Niño y sus colaboradores3 trabajaron con cáscara de limón, pectina, glicerina, 
alcohol polivinílico y benzoato de sodio en la formación de películas monocapa y bicapa. 
Bátori y su grupo4, en cambio, reportaron la formación de biopelículas a partir de residuos 
industriales	de	naranja,	pectina,	glicerina,	ácido	cítrico	y	antiespumante;	 tales	películas	se	
caracterizan por su alta higroscopia. 

La cáscara de naranja puede convertirse en un material esencial para la elaboración de 
biopelículas	 debido	 a	 su	 contenido	 en	fibras	 de	 celulosa,	 pectina	 y	 aceites	 esenciales.	La	
composición de la cáscara de naranja varía de acuerdo a la especie y a las condiciones de su 
cultivo. Dibanda y sus colaboradores5 reportaron que la naranja contiene 14,27 por ciento 
másico	de	cáscara;	a	su	vez,	la	cáscara	seca	contiene	53,27	por	ciento	másico	de	carbohidratos.	
De otro lado, los residuos de naranja6 contienen los porcentajes másicos siguientes: pectina, 
29,8;	celulosa,	18,7;	y,	hemicelulosa,	20,9.	Vale	decir	que	el	contenido	de	celulosa	es	cercano	
al veinte por ciento.
 
La pectina, está presente en frutas y hortalizas y, por tanto, es abundante en los desechos 
agrícolas. Se conforma por varias unidades de ácido poligalacturónico interrumpido por 
enlaces	cortos	de	ramnosa.	Es	altamente	soluble	en	agua	y	debido	a	su	flexibilidad	molecular	
otorga amplia deformación a las biopelículas, similar a la que se alcanza con algunos 
polímeros sintéticos6,	por	ejemplo	las	fibras	de	nylon	y	PET	presentan	valores	de	elongación	
entre	10	y	50	por	ciento7.	Asimismo,	bajo	ciertas	condiciones	puede	gelificar	y	constituir	
una barrera apropiada para la permeabilidad de gases8. Galus y su equipo de investigación9 
indicaron que cuando la pectina se combina con otros polisacáridos se obtienen biopelículas 
continuas, homogéneas y transparentes que poseen un carácter hidrofílico. 

El glicerol, también llamado glicerina o propanotriol (C3H8O3), es un alcohol con tres grupos 
hidroxilos	(–OH),	higroscópico,	soluble	en	agua	y	ebulle	a	290	°C.	Es	el	plastificante	más	
popular para la producción de películas biodegradables debido a su alta disponibilidad, bajo 
costo, presenta compatibilidad con una amplia gama de materiales, ofrece buena elasticidad 
a	 las	 películas	 sin	 reducir	 significativamente	 la	 resistencia	 a	 la	 tensión,	 pero	 tiene	 dos	
inconvenientes: no reduce la permeabilidad al vapor de agua y es higroscópico, afectando el 
rango de aplicación de las biopelículas10.
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La	celulosa	bacteriana	es	similar	a	la	celulosa	de	frutos	como	la	naranja;	sin	embargo,	es	más	
pura	ya	que	no	contiene	hemicelulosa,	lignina	o	pectina;	asimismo	presenta	mayor	grado	de	
polimerización	(entre	4000	a	10000);	así	como	más	elevada	cristalinidad	(de	80	a	90	%)11, 
siendo también su capacidad de retención de agua y de rehidratación superiores12. 

PARTE EXPERIMENTAL

La cáscara de naranja, a la cual se le extrajo su aceite esencial por arrastre de vapor, fue 
deshidratada,	molida	 y	 clasificada,	 aceptando	 partículas	 con	 una	 granulometría	 inferior	 o	
igual	a	140	µm.

La reproducción de la celulosa bacteriana se realiza en un sustrato consistente de una infusión 
que	contiene	5	g	de	té	negro	y	70	g	de	azúcar	por	litro,	la	que	se	agita	para	disolver	el	azúcar	
y oxigenar la bebida. La cepa madre de kombucha (Manchurian fungus) se dispone con la 
parte	brillante	hacia	arriba	y	su	reproducción	se	realiza	a	27	°C	por	un	periodo	de	7	a	15	
días	en	un	fermentador	aireado.	Posteriormente,	se	filtra	el	contenido	del	fermentador	para	
retener	 la	 celulosa	 bacteriana	 y	 el	 líquido	 filtrado	 se	 emplea	 como	 bebida	medicinal.	 La	
celulosa	es	sometida	a	un	proceso	de	reducción	de	tamaño	en	húmedo,	luego	se	deshidrata	
y	se	complementa	 la	molienda	en	seco	seleccionando	las	partículas	de	+140	μm.	La	cepa	
madre de kombucha se ha adquirido del laboratorio del biólogo Tito Vicente Cuadros Pulcha, 
productor local registrado.

Las biopelículas se elaboraron mediante el método de vaciado en placas (casting). Las 
propiedades	mecánicas	se	evaluaron	de	acuerdo	a	norma	ASTM	D882,	correspondiente	al	
método de prueba estándar para propiedades de tracción de láminas de plástico transparente 
con	un	espesor	inferior	a	1,0	mm.	La	permeabilidad	al	vapor	de	agua	se	determinó	utilizando	
el	método	estándar	propuesto	por	la	norma	ASTM	E	96-95.

El trabajo experimental fue dividido en dos etapas. En la primera se buscó una formulación 
apropiada a partir de la cáscara de naranja, la pectina y el glicerol, para ello se evaluaron las 
siguientes formulaciones.
 

Tabla 1. Pruebas para definir la formulación adecuada.

Fuente. Elaboración propia
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Tabla Nº 1.-  Pruebas para definir la formulación adecuada. 
 

Nro. De 
Experimento 

Cáscara de 
naranja(%p/p) 

Pectina 
(%p/p) 

Glicerina 
(%p/p) 

Condiciones 

1 30 30 40 Temperatura = 
50-60 °C 
Velocidad = 
600 rpm 
pH= 6,0 

2 25 35 40 
3 20 40 40 
4 15 45 40 
5 10 50 40 

Fuente: Elaboración propia 
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Tabla Nº 2.-   Experimentos para evaluar el efecto de la celulosa bacteriana 
 

Nro. De 
Experimento 

Cáscara de 
naranja (gr) 

Pectina 
(gr) 

Glicerina 
(gr) 

Celulosa B.  (gr) 

6 0 40 40 20 
7 15 40 40 05 
8 10 40 40 10 
9 5 40 40 15 

Fuente: Elaboración propia 
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En la segunda etapa se tomó como base la mejor biopelícula obtenida en la primera fase, que 
fue la que presentó mayor valor de resistencia a la tensión y porcentaje de elongación. En 
dicha mejor biopelícula se evaluó la sustitución parcial de cáscara de naranja por celulosa 
bacteriana.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

A	continuación	se	evalúa	el	efecto	de	la	composición	de	las	biopelículas	sobre	sus	propiedades,	
vale decir, resistencia a la tensión, elongación y permeabilidad al vapor de agua. Se organiza 
esta sección en dos etapas: la primera, estudia las películas base que no contienen celulosa 
bacteriana	y;	la	segunda	etapa,	determina	el	efecto	de	la	adición	de	celulosa	bacteriana	sobre	
las biopelículas.

Primera Etapa.- Películas base
A continuación se presentan los resultados correspondientes a las películas elaboradas a 
partir de cáscara de naranja, pectina y glicerina. Se reitera el hecho de que al aumentar la 
masa de pectina en la fórmula se reduce en la misma magnitud la cáscara de naranja. Por 
ejemplo,	se	tiene	la	fórmula	con	los	porcentajes	másicos	siguientes:	pectina	=30;	cáscara	de	
naranja	=	30;	y,	glicerol	=	40.	Si	se	aumenta	el	contenido	de	pectina	a	40	%;	el	de	cáscara	de	
naranja	se	reduce	al	20	%.		

En	 la	 figura	 1	 se	 observa	 que	 las	 propiedades	 mecánicas	 ostentan	 un	 comportamiento	
claramente no lineal. La resistencia a la tensión presenta un valor máximo de 5,92 N/mm2, para 
un	contenido	de	pectina	del	35	%;	en	cambio	la	elongación	de	las	películas	es	del	66	%	para	
una	composición	de	40	%	de	pectina.		La	relación	entre	los	valores	experimentales	máximo	y	
mínimo es de 2,7 veces para la resistencia a la tensión, y de 2,1 veces para la elongación. La 
figura	1	también	presenta	la	desviación	estándar	de	cada	corrida	mediante	barras	verticales	de	
error,	apreciándose	que	los	experimentos	presentan	una	precisión	significativa.	

Fuente. Elaboración propia

Tabla 2. Experimentos para evaluar el efecto de la celulosa bacteriana.
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cáscara de naranja = 30; y, glicerol = 40. Si se aumenta el contenido de pectina a 40 %; 

el de cáscara de naranja se reduce al 20 %.   

 

En la figura 1 se observa que las propiedades mecánicas ostentan un comportamiento 

claramente no lineal. La resistencia a la tensión presenta un valor máximo de 5,92 

N/mm2, para un contenido de pectina del 35 %; en cambio la elongación de las películas 

es del 66 % para una composición de 40 % de pectina.  La relación entre los valores 

experimentales máximo y mínimo es de 2,7 veces para la resistencia a la tensión, y de 

2,1 veces para la elongación. La figura 1 también presenta la desviación estándar de 

cada corrida mediante barras verticales de error, apreciándose que los experimentos 

presentan una precisión significativa.  

 

 
Figura 1. Variación de propiedades mecánicas por efecto de la pectina 

 

Los resultados anteriores coinciden con aquellos de Sánchez Aldana y colaboradores13, 

quienes evaluaron la formación de películas con extractos pécticos y aceite esencial de 

limón, empleando como plastificante el glicerol, reportaron que la resistencia a la 

tensión aumenta por efecto de la adición de glicerina y pectina; pero la permeabilidad al 

vapor de agua exhibe un comportamiento más complejo, pues aumenta con la 

concentración mayor de pectina, pero al incrementar la glicerina no siempre favorece el 

aumento de la permeabilidad.  
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Figura 1. Variación de propiedades mecánicas por efecto de la pectina.

Los resultados anteriores coinciden con aquellos de Sánchez Aldana y colaboradores13, 
quienes evaluaron la formación de películas con extractos pécticos y aceite esencial de limón, 
empleando	como	plastificante	el	glicerol,	reportaron	que	la	resistencia	a	la	tensión	aumenta	
por	efecto	de	la	adición	de	glicerina	y	pectina;	pero	la	permeabilidad	al	vapor	de	agua	exhibe	
un comportamiento más complejo, pues aumenta con la concentración mayor de pectina, 
pero al incrementar la glicerina no siempre favorece el aumento de la permeabilidad. 

La	figura	2	presenta	el	perfil	de	la	permeabilidad	al	vapor	de	agua	de	las	películas	cuando	se	
modifica	el	contenido	de	pectina.	Como	se	evidencia,	los	cambios	son	moderados,	con	una	
diferencia entre el valor máximo y el mínimo de sólo 16 %, registrándose un valor máximo 
de	permeabilidad	al	vapor	de	agua	de	0,029	g.mm/h.kPa.m2	para	un	contenido	de	pectina	
de	37	%,	aproximadamente.	Las	barras	de	error	de	la	figura	2	indican	que	la	precisión	de	los	
resultados es aceptable. 

La figura 2 presenta el perfil de la permeabilidad al vapor de agua de las películas 

cuando se modifica el contenido de pectina. Como se evidencia, los cambios son 

moderados, con una diferencia entre el valor máximo y el mínimo de sólo 16 %, 

registrándose un valor máximo de permeabilidad al vapor de agua de 0,029 

g.mm/h.kPa.m2 para un contenido de pectina de 37 %, aproximadamente. Las barras de 

error de la figura 2 indican que la precisión de los resultados es aceptable.  

 
Figura 2. Efecto del contenido de pectina sobre la permeabilidad al vapor de agua 

 

 

Para responder a la interrogante sobre cuál será el porcentaje de pectina conveniente en 

la fórmula para conformar la película, se ha seleccionado el valor de 40 %, basándose 

en las siguientes consideraciones: se obtuvo un máximo de elasticidad, y se está muy 

cerca del máximo de resistencia a la tensión; asimismo, se está próximo al máximo de 

permeabilidad al vapor de agua.  

El comportamiento altamente no lineal de las propiedades de las películas por la adición 

de pectina encuentra sustento en los hallazgos de Fishman y sus colaboradores14, que 

evaluaron la interacción entre la pectina y el glicerol en biopelículas de almidón, 

encontrando que: (a) la presencia de glicerol en películas de pectina genera hasta tres 

transiciones termodinámicas, debido a la habilidad del glicerol de disociar redes de 

pectina ligadas por puentes de hidrógeno; y, (b) la microestructura de las cadenas 

laterales de la pectina cambia significativamente por la presencia del glicerol. 
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Figura 2. Efecto del contenido de pectina sobre la permeabilidad al vapor de agua.
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Para responder a la interrogante sobre cuál será el porcentaje de pectina conveniente en la 
fórmula	para	conformar	la	película,	se	ha	seleccionado	el	valor	de	40	%,	basándose	en	las	
siguientes consideraciones: se obtuvo un máximo de elasticidad, y se está muy cerca del 
máximo	de	resistencia	a	la	tensión;	asimismo,	se	está	próximo	al	máximo	de	permeabilidad	
al vapor de agua. 

El comportamiento altamente no lineal de las propiedades de las películas por la adición de 
pectina encuentra sustento en los hallazgos de Fishman y sus colaboradores14, que evaluaron 
la interacción entre la pectina y el glicerol en biopelículas de almidón, encontrando que: (a) 
la presencia de glicerol en películas de pectina genera hasta tres transiciones termodinámicas, 
debido	a	la	habilidad	del	glicerol	de	disociar	redes	de	pectina	ligadas	por	puentes	de	hidrógeno;	
y,	(b)	la	microestructura	de	las	cadenas	laterales	de	la	pectina	cambia	significativamente	por	
la presencia del glicerol.

Segunda Etapa.- Incorporación de celulosa bacteriana
Esta segunda etapa toma como base la fórmula que contiene los siguientes porcentajes 
másicos	excluyendo	al	agua	que	actúa	como	solvente:	cáscara	de	naranja,	20;	pectina,	40;	y,	
glicerina,	40.	Se	evalúa	la	sustitución	de	cáscara	de	naranja	por	celulosa	bacteriana,	en	los	
siguientes	porcentajes	másicos:	0,	5,	10,	15	y	20.	La	sumatoria	del	contenido	de	cáscara	de	
naranja	y	celulosa	bacteriana	es	constante	e	igual	al	20	%	másico.

En	la	figura	3	se	representan	los	resultados	correspondientes	a	las	propiedades	mecánicas,	
vale decir, la resistencia a la tensión (N/mm2) en el punto de ruptura de la biopelícula y el 
porcentaje de elongación en este punto. Se aprecia que la sustitución de la cáscara de naranja 
por celulosa bacteriana permite incrementar la resistencia a la tensión de un modo lineal, 
logrando	un	aumento	del	35	%;	en	cambio,	la	elongación	se	reduce	casi	hasta	la	mitad,	desde	
66 % hasta 35 %.

Figura 3. Cambios en las propiedades mecánicas por el contenido de celulosa bacteriana.
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La variación de la permeabilidad al vapor de agua por efecto de la adición de celulosa 
bacteriana	se	representa	en	la	figura	4.	Se	aprecia	que	no	se	registran	cambios	significativos	
en la permeabilidad al vapor de agua por efecto de la adición de celulosa bacteriana, pero se 
observa un valor mayor en la permeabilidad al vapor de agua cuando el contenido de celulosa 
bacteriana	es	del	10	%.

Echeverry y sus colaboradores15 encontraron que el valor de la fuerza de tracción en el punto 
de rotura de películas de almidón de papa con glicerol, se incrementa  en proporción lineal 
al	contenido	de	microfibrillas	de	celulosa	bacteriana.	Nuestros	resultados	son	coincidentes	
con estos hallazgos. 

La	adición	de	microfibras	y	nanofibras	de	celulosa	en	películas	biodegradables	fue	estudiada	
por Andrade y su grupo16, destacando que constituyen un material de refuerzo que las 
propiedades	mecánicas	y	de	barrera.	Una	condición	necesaria	para	una	acción	eficaz	es	la	
adecuada dispersión de estas partículas en la matriz polimérica de las películas. Señalan 
también que la concentración máxima de nanocristales de celulosa para alcanzar su adecuada 
dispersión	es	del	10	%	en	masa	en	la	matriz	polimérica.		

El	 rol	 de	 las	 fibras	 de	 celulosa,	 fue	 establecido	 por	Müller	 y	 sus	 colaboradores17, en la 
formación	 de	 películas	 basadas	 en	 almidón,	 indicando	 que	 tales	 fibras	 actúan	 como	 un	
material de refuerzo que mejora la cristalinidad de las películas, permite alcanzar mayor 
resistencia a la tensión y reduce su elongación. 

Arroyo Rosas18	explica	que	las	fibrillas	de	celulosa	ejercen	un	efecto	de	agente	reforzante	
de la matriz polimérica debido a la formación de complejos de inclusión ,generando un 
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incremento en la cristalinidad de la matriz, lo que reduce la movilidad de las cadenas amorfas, 
y	el	entrecruzamiento	de	dichas	cadenas	genera	mayor	rigidez.	Una	consecuencia	obvia	de	
esta mayor rigidez es la reducción de la elasticidad, el aumento de la fuerza para fracturar 
el material y el incremento de los valores de permeabilidad. Arroyo también indica que la 
formación de complejos se ve favorecida por la incorporación de surfactantes.

Complementariamente, Bátori y sus colaboradores4	 señalan	 que	 la	 fuerza	 de	 las	 fibras	
de	 celulosa	 y	 la	 capacidad	 gelificante	 de	 la	 pectina	 se	 combinan	 para	 producir	 películas	
competitivas con los plásticos comerciales, a partir de residuos de naranja de la industria 
juguera. 

Dado que las propiedades mecánicas presentan una relación lineal con respecto al contenido 
de	celulosa	bacteriana,	se	selecciona	como	fórmula	final	aquella	que	contiene	los	siguientes	
porcentajes	 expresados	 en	 términos	 de	 masa	 sobre	 masa	 total:	 celulosa	 bacteriana,	 05;		
cáscara	de	naranja,	15;	pectina,	40;	y,	glicerol,	40.	Esta	selección	se	basa	en	que	la	celulosa	
bacteriana en proporción de 5 % (p/p) genera  una reducción en la permeabilidad al vapor de 
agua, lo cual es deseable para diversas aplicaciones, como la protección de alimentos. Así, 
también, dicha celulosa es más costosa que la cáscara de naranja. 

CONCLUSIONES

Se logrón obtener biopelículas competitivas a partir de la cáscara de naranja a la cual se le ha 
extraído el aceite esencial, en combinación con pectina y glicerol. Al sustituir parcialmente 
la cáscara de naranja por celulosa bacteriana, obtenida a partir de la fermentación del té 
negro,	se	modificaron	favorablemente	las	propiedades	de	las	biopelículas.	Se	encuentra	como	
conveniente un porcentaje de adición de celulosa bacteriana del 5 % (p/p), obteniendo una 
formulación	final	con	 los	siguientes	porcentajes	másicos:	cáscara	de	naranja,	15;	celulosa	
bacteriana,	 05;	 pectina,	 40;	 y,	 glicerol,	 40.	Estas	 películas	 ostentaron	una	 resistencia	 a	 la	
tensión de 5,53 N/mm2,	elongación	de	51,60	%	y	permeabilidad	al	vapor	de	agua	de	0,0273	
g.mm/(h.kPa.m2).

Los	ensayos	de	las	películas	revelaron	perfiles	no	lineales	entre	el	contenido	de	pectina	y	la	
resistencia	a	la	tensión,	la	elongación	o	la	permeabilidad	al	vapor	de	agua;	por	el	contrario,	
se presentaron relaciones lineales entre la concentración de celulosa bacteriana y el aumento 
de la resistencia a la tensión, la reducción de la elongación y la permeabilidad al vapor de 
agua. Por ello, la celulosa bacteriana se constituye en un agente reforzante efectivo cuya 
producción es sencilla y segura. 
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ESTUDIO TEÓRICO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
DE COMPUESTOS AROMÁTICOS CON BASES DE SCHIFF 

HETEROCÍCLICAS SUSTITUIDOS EN POSICIONES 
META Y PARA

Williams Garcíaa,	Hélmer	Lezamaa, Rodolfo Pumachaguaa*

RESUMEN

En el presente estudio se analiza la relación que presenta 11 compuestos aromáticos 
con bases de Schiff heterocíclicas y sustituidos en posición meta y para con la actividad 
antioxidante,	aplicando	el	método	UB3LYP/6-311G(d,p)	dentro	de	la	teoría	del	funcional	de	
densidad. Determinamos los parámetros: entalpía de disociación de enlace (BDE), potencial 
de	 ionización	 (IP),	 entalpía	de	disociación	de	protones	 (PDE),	 afinidad	de	protones	 (PA),	
entalpía de transferencia de electrones (ETE) y energía de estabilización de radicales (RSE), 
todos en fase gaseosa. Los resultados muestran que los sustituyentes electrodonadores 
aumentan BDE cuando se encuentran en posición para, IP en posición meta y para y ETE 
en posición para. Además, los electroatractores causan un aumento en PDE y PA en posición 
meta y para.

Palabras clave: Bases de Schiff, entalpia de disociación de enlace, potencial de ionización, 
entalpia	de	transferencia	de	electrones,	afinidad	protónica	y	entalpia	de	disociación	de	protón.

THEORETICAL STUDY OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF 
AROMATIC COMPOUNDS WITH HETEROCYCLIC SCHIFF 

BASES SUBSTITUTED IN META AND PARA POSITIONS

ABSTRACT

This	study	analyzes	the	relationship	that	presents	11	aromatic	compounds	with	heterocyclic	
Schiff bases and substituted in position meta and para	with	antioxidant	activity,	using	 the	
method	UB3LYP/6-311G(d,p)	within	density	functional	theory.	We	determine	the	parameters:	
bond dissociation enthalpy (BDE), ionization potential (IP), protons dissociation enthalpy 
(PDE),	affinity	of	protons	(PA),	electrons	transfer	enthalpy	(ETE)	and	radical	stabilization	
energy	(RSE),	all	in	gaseous	phase.	The	results	show	that	electrodonors	substituents	increases	
BDE	when	they	are	in	position	para, IP in position meta and para and ETE in position para. 
In addition, the electroatractors cause an increase in PDE and PA at position meta and para.

a Universidad	Nacional	Federico	Villarreal,	Facultad	de	Ciencias	Naturales	y	Matemática,	Laboratorio	de	Química	
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Key words: Schiff bases, bond dissociation enthalpy, ionization potential, electrons transfer 
enthalpy,	proton	affinity	and	proton	dissociation	enthalpy.

INTRODUCCIÓN

Las bases de Schiff constituyen un grupo importante de compuestos orgánicos que tienen un 
amplio rango de aplicabilidad en diversos campos de la química y biología. La actividad de 
las	bases	de	Schiff	se	da	en	los	sistemas	biológicos	como	antioxidantes,	antiinflamatorios,	
analgésicos, antimicrobianos, anticonvulsivos, antituberculosos, anticancerosos y 
antihelmínticos, además del papel como precursores en la síntesis de diferentes compuestos 
orgánicos de importancia biológica. Se cree que el átomo de nitrógeno del grupo imina 
puede estar implicado en la formación de enlaces de hidrógeno con los centros activos de 
los constituyentes de las células y los efectos en los procesos celulares normales1. Estos son 
considerados como “ligandos privilegiados” y son muy utilizados debido a su síntesis versátil 
y buena solubilidad.2

Los métodos de la teoría del funcional de densidad (DFT), se utilizaron para evaluar las 
propiedades químicas y dilucidar la relación estructura-actividad (SAR) de compuestos 
aromáticos con bases de Schiff heterocíclicas con posible actividad antioxidante. Además, 
el estudio de las propiedades electrónicas y moleculares será de gran importancia para 
comprender el mecanismo de la actividad antioxidante.

FUNDAMENTO TEÓRICO

Actividad antioxidante
Los antioxidantes presentan la capacidad de ceder sus electrones a los radicales libres 
estabilizando la estructura de estos e inhibiendo el proceso de oxidación causada y de esta 
forma neutraliza sus efectos dañinos.3-4

Los compuestos fenólicos y sus derivados tienen gran potencial antioxidante debido a sus 
grupos hidroxilo fenólicos que pueden actuar como donantes de hidrógeno o de electrones, 
eliminando los radicales libres.

Los mecanismos a través de los cuales los antioxidantes pueden neutralizar los radicales 
libres (esquema 1)5	son	principalmente:	(1)	la	transferencia	de	átomos	de	hidrógeno	(HAT),	
(2)	la	transferencia	de	electrones	única	seguida	de	transferencia	de	protones	(ET–PT)	y	(3)	la	
transferencia de electrones seguida de pérdida de protones (SPLET).
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R● + ArOH        RH + ArO●                                    (1) 

R● + ArOH          R-  + ArOH+●        RH + ArO●            (2) 

ArOH      ArO- + H+ 

ArO- + R●               ArO● + R-        (3) 

R- + H+        RH 

Esquema 1. Mecanismos a través de los cuales los antioxidantes neutralizan los radicales libres. 

En el mecanismo (1) la reactividad de ArOH se estima calculando BDE de O–H, cuanto 
menor es su valor, mayor es la actividad esperada. En el mecanismo (2) el primer paso 
es una reacción de transferencia de electrones, cuyo parámetro de control es IP de 
ArOH; se espera que las moléculas con valores IP más bajos tengan una actividad más 
alta. PDE está involucrado en el mecanismo (3), donde ETE de ArO- es otro parámetro 
de control. Por lo tanto, (BDE)6,7, (IP), (PDE), (PA)8 y (ETE) se utilizarán como 
principales descriptores moleculares para elucidar la actividad de eliminación de 
radicales en los compuestos. 

 

 

 

 

 
Figura 1. Esquema de los mecanismos antioxidantes y los parámetros que los definen. 
 
Efecto sustituyente 
Los grupos sustituyentes ejercen los efectos más importantes que influyen en las 
propiedades químicas, físicas y biológicas de una especie química, estos se describen 
con frecuencia mediante varias constantes del sustituyente y están relacionados con sus 
propiedades electrónicas y del sitio de reacción.9-11 

La ecuación de Hammett y sus formas extendidas han sido uno de los medios más 
utilizados para el estudio e interpretación de reacciones orgánicas y sus mecanismos12,13. 
Hammett propuso la existencia de una relación entre la velocidad de reacción y la 
constante de equilibrio. Como resultado, se ha encontrado la correlación de la constante 
de Hammett (σ) y los grupos sustituyentes.14 Los grupos electroatractores tendrán 
valores positivos de σ y los electrodonadores valores negativos. A medida que sea más 
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Esquema 1. Mecanismos a través de los cuales los antioxidantes neutralizan los radicales libres. 

En el mecanismo (1) la reactividad de ArOH se estima calculando BDE de O–H, cuanto 
menor es su valor, mayor es la actividad esperada. En el mecanismo (2) el primer paso 
es una reacción de transferencia de electrones, cuyo parámetro de control es IP de 
ArOH; se espera que las moléculas con valores IP más bajos tengan una actividad más 
alta. PDE está involucrado en el mecanismo (3), donde ETE de ArO- es otro parámetro 
de control. Por lo tanto, (BDE)6,7, (IP), (PDE), (PA)8 y (ETE) se utilizarán como 
principales descriptores moleculares para elucidar la actividad de eliminación de 
radicales en los compuestos. 
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ASPECTOS COMPUTACIONALES

Todos	los	cálculos	se	realizaron	en	el	programa	Gaussian	09.	Las	estructuras	se	optimizaron	
con	 restricción	 de	 simetría	 utilizando	 el	 funcional	 híbrido	 UB3LYP	 y	 la	 función	 base	
6-311G(d,p)16. Se procedió a encontrar los parámetros termodinámicos: BDE, IP, PDE, PA y 
ETE usando las siguientes ecuaciones:
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dónde: Im, Im●, Im+, Im-, H●, H+, OH●  y H2O  son las entalpias del compuesto aromático 
con base de Schiff heterocíclica: base, radical, catión y anión; radical hidrógeno, protón, 
radical hidroxilo, y molécula de agua, respectivamente. 
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Figura 2. Estructura base aromática con base de Schiff heterocíclica. 
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Dependencia de ΔBDE con la constante de Hammett 

(10) 

IX: sistema sustituido, I0: sistema base. 

Tabla 2. Valores BDE, ΔBDE y σm,p en compuestos aromáticos con base de Schiff 
heterocíclicas meta y para sustituidos. 

Sistema Sustituyente BDE (kJ /mol) 
Fase gas 

∆ BDE (kJ /mol) 
Fase gas 

σm,p12 

I0  90,7   
I9 p–NH2 84,5 -6,1 -0,66 
I21 p–OH 88,2 -2,5 -0,37 
I3 p–CH3O 88,0 -2,6 -0,27 
I1 p–CH3 89,4 -1,3 -0,17 
I10 m–NH2 91,9 1,2 -0,16 
I2 m–CH3 91,0 0,3 -0,07 
I15 p–F 90,2 -0,4 0,06 
I4 m–CH3O 90,9 0,3 0,12 
I22 m–OH 92,2 1,5 0,12 
I17 p–Cl 90,8 0,1 0,23 
I19 p–Br 90,7 0,0 0,23 
I16 m–F 91,8 1,2 0,34 
I18 m–Cl 91,5 0,8 0,37 
I8 m–CH3CO 91,8 1,1 0,38 

ΔBDE= BDE(IX) – BDE(I0) 
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Figura 3. Dependencia de ∆BDE con σp 

 

I20 m–Br 91,8 0,3 0,39 
I14 m–CF3 92,1 1,5 0,43 
I7 p–CH3CO 93,5 2,8 0,5 
I13 p–CF3 93,5 1, 6 0,54 
I12 m–CN 92,3 1,6 0,56 
I11 p–CN 92,5 -0,2 0,66 
I6 m–NO2 92,3 1,6 0,71 
I5 p–NO2 94,6 1,5 0,78 

R² = 0,9534
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Tabla 2. Valores	BDE,	ΔBDE	y	σm,p	en	compuestos	aromáticos	con	base	de	Schiff	heterocíclicas	
meta y para sustituidos.
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Figura 3. Dependencia	de	∆BDE	con	σp.

Dependencia de ΔBDE con la constante de Hammett

Los	 valores	 calculados	 BDE	 y	 ΔBDE	 en	 compuestos	 aromáticos	 con	 base	 de	 Schiff 
heterocíclicas meta y para sustituidos se muestran en la tabla 2. El efecto del sustituyente 
en	la	posición	para	es	más	significativo	en	los	sistemas:	I9, I3, I1 y I21. Los valores más bajos 
están	relacionados	con	grupos	fuertes	donantes	de	electrones	como:	–NH2,	–CH3O,	–CH3 y 
–OH	respectivamente.	Los	valores	más	altos	de	BDE	están	relacionados	con	grupos	fuertes	
extractores	de	electrones	como	–NO2 en el sistema I5.

Los	 grupos	 halógenos:	 –F	 y	 –Br	 en	 los	 sistemas:	 I15 y I19 tienen efectos opuestos sobre 
la molécula base y el radical. Ellos pueden desestabilizar la molécula base aumentando 
su energía y estabilizando la fracción radical por efecto de resonancia. Estos dos efectos 
opuestos dan como resultado valores BDE reducidos en presencia de átomos de halógeno en 
comparación con otros grupos extractores de electrones.

En	la	figura	3	se	representa	la	correlación	entre	la	constante	de	Hammett	 (σp) con valores 
∆BDE	calculadas.	La	ecuación	de	la	regresión	lineal	es	la	siguiente:

∆BDE	(kcal/mol)	=	0,1164	σp	+	0,0192																				(11)

La linealidad es satisfactoria, cuando se realiza para los sistemas: I1, I3, I9, I15, I19 y I21.

Dependencia de ΔIP con la constante de Hammett

ΔIP=	IP(IX)	–	IP(I0)                     (12)
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Sistema Sustituyente IP(kJ /mol) 

Fase  gas 
ΔIP(kJ /mol) 

Fase  gas 
σm,p12 

I0  169,9   
I9 p–NH2 155,4 -14,5 -0,66 
I21 p–OH 165,8 -4,1 -0,37 
I3 p–CH3O 163,6 -6,3 -0,27 
I1 p–CH3 166,5 -3,4 -0,17 
I10 m–NH2 153,7 -16,2 -0,16 
I2 m–CH3 166,3 -3,6 -0,07 
I15 p–F 173,8 3,8 0,06 
I22 m–OH 165,9 -4,0 0,12 
I4 m–CH3O 161,5 -8,4 0,12 
I17 p–Cl 174,2 4,3 0,23 
I19 p–Br 172,4 2,4 0,23 
I16 m–F 174,0 4,1 0,34 
I18 m–Cl 174,1 4,2 0,37 
I8 m–CH3CO 175,4 5,4 0,38 
I20 m–Br 172,6 2,7 0,39 
I14 m–CF3 181,1 11,2 0,43 
I7 p–CH3CO 174,0 4,0 0,50 
I13 p–CF3 180,7 10,8 0,54 
I12 m–CN 179,4 9,5 0,56 
I11 p–CN 179,4 9,5 0,66 
I6 m–NO2 183,6 13,7 0,71 
I5 p–NO2 182,8 12,9 0,78 

Tabla 3. Valores	IP,	ΔIP	y	σm,p	en	compuestos	aromáticos	con	base	de	Schiff heterocíclicas 
meta y para sustituidos.

Los valores IP en compuestos aromáticos con base de Schiff heterocíclicas meta y para 
sustituidos se presentan en la tabla 3. Observamos que los sistemas: I1, I2, I3, I4, I9, I10, I21 
y I22 poseen valores IP más bajos respecto al sistema base. Cuanto menor es el valor IP, 
más fácil será la transferencia de electrones en el mecanismo de transferencia de electrones 
individuales y mayor será la actividad antioxidante.

El grupo sustituyente m–NH2 el cual es buen donador de electrones permitiría la transferencia del 
electrón, dando así mayor actividad antioxidante. Por el contrario, con el sustituyente m–NO2, 
un extractor de electrones, la transferencia del electrón no podría ocurrir, por tanto el valor 
de IP sería muy alto.
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En	la	figura	4	se	representa	la	correlación	que	hay	entre	las	constantes	de	Hammett	(σm,p) con 
valores	∆IP	calculadas.	Las	ecuaciones	obtenidas	son	las	siguientes:

∆IP	=	0,0544	σm	+	0,0429																																																		(13)
∆IP	=	0,0272	σp	+	0,2439																																																			(14)

Los	 coeficientes	 de	 correlación,	 R2,	 alcanzaron	 valores	 de	 0,92	 y	 0,87	 para	 los	 compuestos	
aromáticos con base de Schiff heterocíclicas meta y para sustituidos, respectivamente. La 
linealidad es aceptable, y pueden predecir la disminución del IP en compuestos aromáticos con 
base de Schiff heterocíclicas meta y para	sustituidas	a	partir	de	sus	constantes	de	Hammett	o	
viceversa.

Dependencia de las ΔPDE con las constantes de Hammett

ΔPDE=	PDE(IX)	–	PDE(I0)                     (15)

En el mecanismo de transferencia de electrones seguida de protones, el electrón se produce 
a	partir	del	antioxidante	para	formar	un	anión	que	transfiere	un	protón.	La	transferencia	del	
electrón depende de IP, mientras que la del protón se rige por el valor PDE. Cuanto menor sea 
el valor de PDE, más fácil será la transferencia de protones del catión radical del sistema (IX

+) 
y, por tanto, más estable será su radical (IX

●) formado, siendo mayor la actividad antioxidante.

Figura 4. Dependencia	de	∆IP	con	σm	(línea	negra)	y	σp (línea anaranjada).

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los valores IP en compuestos aromáticos con base de Schiff heterocíclicas meta y para 
sustituidos se presentan en la tabla 3. Observamos que los sistemas: I1, I2, I3, I4, I9, I10, 
I21 y I22 poseen valores IP más bajos respecto al sistema base. Cuanto menor es el valor 
IP, más fácil será la transferencia de electrones en el mecanismo de transferencia de 
electrones individuales y mayor será la actividad antioxidante. 

El grupo sustituyente m–NH2 el cual es buen donador de electrones permitiría la 
transferencia del electrón, dando así mayor actividad antioxidante. Por el contrario, con 
el sustituyente m–NO2, un extractor de electrones, la transferencia del electrón no podría 
ocurrir, por tanto el valor de IP sería muy alto. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Dependencia de ∆IP con σm (línea negra) y σp (línea anaranjada) 
 
En la figura 4 se representa la correlación que hay entre las constantes de Hammett 
(σm,p) con valores ∆IP calculadas. Las ecuaciones obtenidas son las siguientes: 

∆IP = 0,0544 σm + 0,0429                                                  (13) 

∆IP = 0,0272 σp + 0,2439                                                   (14) 

Los coeficientes de correlación, R2, alcanzaron valores de 0,92 y 0,87 para los 
compuestos aromáticos con base de Schiff heterocíclicas meta y para sustituidos, 

y = 0.0544x + 0.0429
R² = 0.9248

R² = 0,9248

R² = 0,8671
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Sistema Sustituyente PDE (kJ /mol) 
Fase gas 

∆PDE (kJ /mol) 
Fase gas 

σm,p12 

I0  234,7   
I9 p–NH2 243,0 8,3 -0,66 
I21 p–OH 236,3 1,6 -0,37 
I3 p–CH3O 238,4 3,7 -0,27 
I1 p–CH3 236,9 2,2 -0,17 
I10 m–NH2 252,1 17,4 -0,16 
I2 m–CH3 238,6 3,9 -0,07 
I15 p–F 230,4 -4,3 0,06 
I22 m–OH 240,2 5,5 0,12 
I4 m–CH3O 243,3 8,6 0,12 
I17 p–Cl 230,5 -4,2 0,23 
I19 p–Br 232,2 -2,4 0,23 
I16 m–F 231,8 -2,9 0,34 
I18 m–-Cl 231,3 -3,4 0,37 
I8 m–CH3CO 230,3 -4,3 0,38 
I20 m–Br 233,1 -1,6 0,39 
I14 m–CF3 224,9 -9,7 0,43 
I7 p–CH3CO 233,5 -1,2 0,5 
I13 p–CF3 226,7 -7,9 0,54 
I12 m–CN 226,8 -7,9 0,56 
I11 p–CN 227,0 -7,7 0,66 
I6 m–NO2 222,6 -12,1 0,71 

Tabla 4. Valores	PDE,	ΔPDE	y	σm,p en compuestos aromáticos con base de Schiff 
heterocíclicas meta y para sustituidos.

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Dependencia de ∆PDE con σm (línea negra) yσp (línea anaranjada) 

En la tabla 4, observamos que los sistemas: I5, I6, I7, I8, I11, I12, I13 , I14, I15, I16, I17, I18, 
I19 y I20  tienen  valores de PDE más bajos, siendo I6  el que mejor valor nos dio 
comparado con el sistema base (I0), mostrando mayor posibilidad de transferencia de 
protones (PDE). Entonces si relacionamos los valores PDE de la tabla 2 con los IP de la 
tabla 3, podemos ver que los sistemas: I1, I2, I3, I4, I9, I10, I21 y I22 mostraron valores de 
IP muy bajos, no seguirían el mecanismo de transferencia de protones. 

I1 p–CH3 236,9 2,2 -0,17 
I10 m–NH2 252,1 17,4 -0,16 
I2 m–CH3 238,6 3,9 -0,07 
I15 p–F 230,4 -4,3 0,06 
I22 m–OH 240,2 5,5 0,12 
I4 m–CH3O 243,3 8,6 0,12 
I17 p–Cl 230,5 -4,2 0,23 
I19 p–Br 232,2 -2,4 0,23 
I16 m–F 231,8 -2,9 0,34 
I18 m–-Cl 231,3 -3,4 0,37 
I8 m–CH3CO 230,3 -4,3 0,38 
I20 m–Br 233,1 -1,6 0,39 
I14 m–CF3 224,9 -9,7 0,43 
I7 p–CH3CO 233,5 -1,2 0,5 
I13 p–CF3 226,7 -7,9 0,54 
I12 m–CN 226,8 -7,9 0,56 
I11 p–CN 227,0 -7,7 0,66 
I6 m–NO2 222,6 -12,1 0,71 

R² = 0,7052

R² = 0,7919

∆P
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Figura 5. Dependencia	de	∆PDE	con	σm	(línea	negra)	yσp (línea anaranjada).
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En la tabla 4, observamos que los sistemas: I5, I6, I7, I8, I11, I12, I13, I14, I15, I16, I17, I18, I19 y 
I20 tienen valores de PDE más bajos, siendo I6 el que mejor valor nos dio comparado con el 
sistema base (I0), mostrando mayor posibilidad de transferencia de protones (PDE). Entonces 
si relacionamos los valores PDE de la tabla 2 con los IP de la tabla 3, podemos ver que los 
sistemas: I1, I2, I3, I4, I9, I10, I21 y I22 mostraron valores de IP muy bajos, no seguirían el 
mecanismo de transferencia de protones.

En	la	figura	5	se	representa	la	correlación	que	hay	entre	las	constantes	de	Hammett	(σm,p) con 
valores	∆PDE	calculados.	Las	ecuaciones	obtenidas	son	las	siguientes:

∆PDE	=	-24,811	σm	+	5,2781																															(16)
∆PDE	=	-7,3636	σp	–	2,0844																																	(17)

Los	 coeficientes	 de	 correlación,	R2,	 alcanzaron	 valores	 de	 0,8	 y	 0,7	 para	 los	 compuestos	
aromáticos con base de Schiff heterocíclicas meta y para sustituidos, respectivamente.

Dependencia de las ΔPA con las constantes de Hammett

ΔPA	=	PA(IX)	–	PA(I0)																																	(18)

En la figura 5 se representa la correlación que hay entre las constantes de Hammett 
(σm,p) con valores ∆PDE calculados. Las ecuaciones obtenidas son las siguientes: 

∆PDE = -24,811 σm + 5,2781                          (16) 

∆PDE = -7,3636 σp – 2,0844      (17) 
Los coeficientes de correlación, R2, alcanzaron valores de 0,8 y 0,7 para los compuestos 
aromáticos con base de Schiff heterocíclicas meta y para sustituidos, respectivamente. 

Dependencia de las ΔPA con las constantes de Hammett 

(18) 

Tabla 5. Valores PA, ΔPA y σm,p en compuestos aromáticos con base de Schiff heterocíclicas 
meta y para sustituidos. 
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El parámetro PA mide la facilidad de eliminación del protón en compuestos aromáticos 
con base de Schiff heterocíclicas meta y para sustituidos (Ix) para formar su forma aniónica 
(Ix-). Los sistemas: I5, I6, I7, I8, I11, I12, I13, I14, I15, I16, I17, I18, I19 y I20 tienen un valor 

Sistema Sustituyente PA (kJ /mol) 
Fase gas 

∆PA (kJ /mol) 
Fase gas 

σm,p12 

I0  359 0  
I9 p–NH2 365 6 -0,66 
I21 p–OH 361 2 -0,37 
I3 p–CH3O 361 2 -0,27 
I1 p–CH3 359 0 -0,17 
I10 m–NH2 363 4 -0,16 
I2 m–CH3 359 0 -0,07 
I15 p–F 355 -4 0,06 
I22 m–OH 359 0 0,12 
I4 m-CH3O 359 0 0,12 
I17 p–Cl 352 -7 0,23 
I19 p–Br 352 -7 0,23 
I16 m–F 353 -6 0,34 
I18 m–Cl 350 -9 0,37 
I8 m–CH3CO 353 -6 0,38 
I20 m–Br 351 -8 0,39 
I14 m–CF3 347 -12 0,43 
I7 p–CH3CO 348 -11 0,5 
I13 p–CF3 345 -14 0,54 
I12 m–CN 347 -12 0,56 
I11 p–CN 344 -15 0,66 
I6 m–NO2 344 -15 0,71 
I5 p–NO2 337 -22 0,78 

ΔPA = PA(IX) – PA(I0) 

Tabla 5. Valores	PA,	ΔPA	y	σm,p en compuestos aromáticos con base de Schiff heterocíclicas 
meta y para sustituidos.
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El parámetro PA mide la facilidad de eliminación del protón en compuestos aromáticos con 
base de Schiff heterocíclicas meta y para sustituidos (Ix) para formar su forma aniónica (Ix

-). Los 
sistemas: I5, I6, I7, I8, I11, I12, I13, I14, I15, I16, I17, I18, I19 y I20 tienen un valor PA más bajo que 
el sistema base (I0). El sistema I5 tiene el valor más bajo por tener un sustituyente extractor 
de electrones, generando así buena actividad antioxidante. Sin embargo, existen algunas 
excepciones, tal es el caso del sistema I9 que posee al sustituyente p–NH2, buen donante de 
electrones cuyo valor PA es más alto que I0.

En	la	figura	6	se	representa	la	correlación	que	hay	entre	las	constantes	de	Hammett	(σm,p) con 
valores	∆PA	calculadas.	Las	ecuaciones	obtenidas	son	las	siguientes:

∆PA	=	-22,426	σm	+	0,6855																							(19)
∆PA=	-18,124	σp	–	3,8428																										(20)

Los	 coeficientes	de	 correlación,	R2,	 alcanzan	valores	de	0,92	y	0,96	para	 los	 compuestos	
aromáticos con base de Schiff heterocíclicas meta y para sustituidos, respectivamente. La 
linealidad encontrada es satisfactoria y puede predecir la disminución de PA en los sistemas 
meta y para sustituidos a partir de sus constantes de Hammett o viceversa.

Dependencia de las ΔETE con la constante de Hammett

ΔETE=	ETE(IX)	–	ETE(I0)                          (21)

En el mecanismo SPLET, los parámetros como PA y ETE juegan un papel importante. Con 
el	 fin	 de	 eliminar	 fácilmente	 el	 protón	 de	 los	 sistemas	meta y para sustituidos (Ix) para 
obtener su forma aniónica (Ix

-), la PA debe ser más baja. De forma similar, la transferencia 
de electrones del sistema aniónico (Ix

-) para obtener su forma radicalaria (Ix
●) será más fácil, 

cuando tengan el valor ETE más bajo.

Figura 6. Dependencia	de	∆PA	con	σm	(línea	negra)	y	σp (línea anaranjada).

PA más bajo que el sistema base (I0). El sistema I5 tiene el valor más bajo por tener un 
sustituyente extractor de electrones, generando así buena actividad antioxidante. Sin 
embargo, existen algunas excepciones, tal es el caso del sistema I9 que posee al 
sustituyente p–NH2, buen donante de electrones cuyo valor PA es más alto que I0. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 6. Dependencia de ∆PA con σm (línea negra) y σp (línea anaranjada) 

En la figura 6 se representa la correlación que hay entre las constantes de Hammett 
(σm,p) con valores ∆PA calculadas. Las ecuaciones obtenidas son las siguientes: 

∆PA = -22,426 σm + 0,6855                            (19) 
∆PA= -18,124 σp – 3,8428                              (20) 

Los coeficientes de correlación, R2, alcanzan valores de 0,92 y 0,96 para los compuestos 
aromáticos con base de Schiff heterocíclicas meta y para sustituidos, respectivamente. La 
linealidad encontrada es satisfactoria y puede predecir la disminución de PA en los 
sistemas meta y para sustituidos a partir de sus constantes de Hammett o viceversa. 

Dependencia de las ΔETE con la constante de Hammett 

(21) 

En el mecanismo SPLET, los parámetros como PA y ETE juegan un papel importante. 
Con el fin de eliminar fácilmente el protón de los sistemas meta y para sustituidos (Ix) 
para obtener su forma aniónica (Ix-), la PA debe ser más baja. De forma similar, la 
transferencia de electrones del sistema aniónico (Ix-) para obtener su forma radicalaria 
(Ix●) será más fácil, cuando tengan el valor ETE más bajo. 

A partir de la tabla 6 observamos que los sistemas: I1, I3, I9, I10 y I21 tienen un valor 
ETE más bajo respecto al sistema base (I0). Esto significa que la transferencia de 
electrones será más fácil. Por lo tanto, los sistemas meta y para sustituidos tienen 
valores más bajos de PA y ETE, lo que indica una mayor posibilidad de someterse al 
mecanismo SPLET para la eliminación de radicales, mostrando mayor actividad 
antioxidante, pero si relacionamos los valores ETE de la tabla 6 con PA de la tabla 5, 

R² = 0,9591 y = -22.426x + 0.6855
R² = 0.9231

R² = 0,9231
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ΔETE= ETE(IX) – ETE(I0) 
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A partir de la tabla 6 observamos que los sistemas: I1, I3, I9, I10 y I21 tienen un valor ETE más 
bajo respecto al sistema base (I0).	Esto	significa	que	la	transferencia	de	electrones	será	más	
fácil. Por lo tanto, los sistemas meta y para sustituidos tienen valores más bajos de PA y ETE, 
lo que indica una mayor posibilidad de someterse al mecanismo SPLET para la eliminación 
de radicales, mostrando mayor actividad antioxidante, pero si relacionamos los valores ETE 
de la tabla 6 con PA de la tabla 5, observamos que los sistemas: I5, I6, I7, I8, I11, I12, I13, I14, I15, 
I16, I17, I18 , I19 y I20 tienen valores PA muy bajos, no seguirían el mecanismo de transferencia 
de electrón (ETE).

observamos que los sistemas: I5, I6, I7, I8, I11, I12, I13, I14, I15, I16, I17, I18 , I19 y I20 tienen 
valores PA muy bajos, no seguirían el mecanismo de transferencia de electrón (ETE). 
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Sistema Sustituyente ETE(kcal/mol) 
Fase gas 

∆ETE(kcal/mol) 
Fase gas 

σm,p12 

I0  45,5 0  
I9 p–NH2 33,9 -11,7 -0,66 
I3 p–CH3O 40,8 -4,8 -0,27 
I21 p–OH 41,4 -4,1 -0,37 
I1 p–CH3 44,0 -1,5 -0,17 
I10 m–NH2 42,4 -3,1 -0,16 
I2 m–CH3 45,6 0,0 -0,07 
I15 p–F 48,9 3,4 0,06 
I22 m–OH 47,5 2,0 0,12 
I4 m–CH3O 46,2 0,7 0,12 
I17 p–Cl 52,9 7,4 0,23 
I19 p–Br 52,1 6,6 0,23 
I16 m–F 52,8 7,3 0,34 
I18 m–Cl 55,1 9,6 0,37 
I8 m–CH3CO 52,9 7,4 0,38 
I20 m–Br 54,6 9,1 0,39 
I14 m–CF3 59,0 13,5 0,43 
I7 p–CH3CO 59,2 13,7 0,5 
I13 p–CF3 62,0 16,6 0,54 
I12 m–CN 59,2 13,7 0,56 
I11 p–CN 62,3 16,8 0,66 
I6 m–NO2 61,9 16,4 0,71 
I5 p–NO2 71,2 25,7 0,78 

Tabla 6. Valores	de	ETE,	ΔETE	y	σm,p en compuestos aromáticos con base de Schiff 
heterocíclicas y con sustituyentes en posiciones meta y para.
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Figura 7. Dependencia de las ∆ETE con la σp 
 
 
En la figura 7 se representa la correlación que hay entre la constante de Hammett (σp) 
con valores ∆ETE calculadas. 
La ecuación obtenida es la siguiente: 

      (22) 

 
El coeficiente de correlación, R2, alcanzo el valor de 0,93 para los compuestos aromáticos 
con base de Schiff heterocíclicas para sustituidos. La linealidad es satisfactoria para 4 
sistemas: I1, I3, I9, y I21. 

 

Relación de RSE en compuestos aromáticos con bases de Schiff heterocíclicas 
sustituidos en posición meta y para con valores BDE, ETE y PDE. 

 

Tabla 7. Valores RSE, BDE, ETE y PDE compuestos aromáticos con bases de Schiff 
heterocíclicas y con sustituyentes en posiciones meta y para. 

Sistema Sustituyente BDE(kcal/mol) 
Fase gas 

ETE(kcal/mol) 
Fase gas 

PDE(kcal/mol) 
Fase gas 

RSE(kcal/mol) 
Fase gas 

I0  90,7 45,5 234,7 15,8 

R² = 0,9341
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∆ETE = 0,047 σp – 0,1093 

Figura 7. Dependencia	de	las	∆ETE	con	la	σp.

En	la	figura	7	se	representa	la	correlación	que	hay	entre	la	constante	de	Hammett	(σp) con 
valores	∆ETE	calculadas.

La ecuación obtenida es la siguiente:

∆ETE	=	0,047	σp	–	0,1093																										(22)

El	coeficiente	de	correlación,	R2,	alcanzo	el	valor	de	0,93	para	los	compuestos	aromáticos	con	
base de Schiff heterocíclicas para sustituidos. La linealidad es satisfactoria para 4 sistemas: 
I1, I3, I9, y I21.

Relación de RSE en compuestos aromáticos con bases de Schiff heterocíclicas sustituidos 
en posición meta y para con valores BDE, ETE y PDE.
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Tabla 7. Valores RSE, BDE, ETE y PDE compuestos aromáticos con bases de Schiff 
heterocíclicas y con sustituyentes en posiciones meta y para.

 

Sistema Sustituyente BDE(kcal/mol) 
Fase gas 

ETE(kcal/mol) 
Fase gas 

PDE(kcal/mol) 
Fase gas 

RSE(kcal/mol) 
Fase gas 

I0  90,7 45,5 234,7 15,8 
I9 p–NH2 84,5 33,9 243,0 22,0 
I3 p–CH3O 88,0 40,8 238,4 18,4 
I1 p–CH3 89,4 44,0 236,9 17,1 
I10 m–NH2 91,9 42,4 252,1 14,6 
I15 p–F 90,2 48,9 230,4 16,2 
I2 m–CH3 91,0 45,6 238,6 15,5 
I4 m–CH3O 90,9 46,2 243,3 15,5 
I17 p–Cl 90,8 52,9 230,5 15,7 
I19 p–Br 90,7 52,1 232,2 15,8 
I16 m–F 91,8 52,8 231,8 14,6 
I8 m–CH3CO 91,8 52,9 230,3 14,7 
I18 m–Cl 91,5 55,1 231,3 15,0 
I20 m–Br 91,8 54,6 233,1 14,7 
I14 m–CF3 92,1 59,0 224,9 14,3 
I7 p–CH3CO 93,5 59,2 233,5 13,0 
I13 p–CF3 93,5 62,0 226,7 13,0 
I12 m–CN 92,3 59,2 226,8 14,2 
I11 p–CN 92,5 62,3 227,0 14,0 
I6 m–NO2 92,3 61,9 222,6 14,2 
I5 p–NO2 94,6 71,2 225,7 11,9 
I22 m–OH 92,2 47,5 240,2 14,3 
I21 p–OH 88,2 41,4 236,3 18,3 

La energía de estabilización de radicales (RSE) es el parámetro que indica la estabilidad del 
compuesto aromático con base heterocíclica y sustituido (Ix) formada como radical. Cuanto 
mayor sea el valor RSE, más estable será la imina radicalaria y mayor será la actividad 
antioxidante. A partir de la tabla 7 se deduce: los sistemas: I9, I3, I1 y I21, al transferir el átomo 
de hidrógeno y convertirse a su forma radicalaria, cuando se mide esta pérdida a través del 
parámetro de BDE y ETE, estas serán más estables que el sistema base por poseer RSE más 
alto. El sistema I15 también cumple con este comportamiento.
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CONCLUSIONES

En la actividad antioxidante de los compuestos aromáticos con bases de Schiff heterocíclicas 
se comprueba para el parámetro:

1. BDE, el mecanismo de transferencia de un átomo de hidrógeno es mayor cuando están 
sustituidos	con	grupos	dadores	de	electrones-π	en	posición	para.

2. IP, el mecanismo de transferencia de un electrón es mayor cuando están sustituidos con 
grupos	dadores	de	electrones-π	en	posición	para y meta.

3. PDE, el mecanismo secuencial de transferencia de un electrón y protón es mayor cuando 
están	sustituidos	con	grupos	sustractores	de	electrones-π	en	posición	para y meta.

4. PA, el mecanismo de transferencia de un protón es mayor cuando están sustituidos con 
grupos	sustractores	de	electrones-π	en	posición	para y meta.

5. ETE, el mecanismo secuencial de transferencia de un protón y electrón es mayor cuando 
están	sustituidos	con	grupos	dadores	de	electrones-π	en	posición	para.

Finalmente, los compuestos aromáticos con bases de Schiff heterocíclicas y sustituidos con 
grupos:	–NH2,	–CH3O,	–CH3	y	–OH,	todos	en	posición	para, fueron más estables y con alto 
potencial antioxidante, cuando se considera el mecanismo de transferencia del átomo de 
hidrógeno o la transferencia secuencial de un protón seguida de un electrón. Esto también 
ocurre con el grupo p–F.
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EXTRACCIÓN ASISTIDA POR ULTRASONIDO DE 
COMPUESTOS FENÓLICOS DE LA CÁSCARA DE SANKY 

(Corryocactus brevistylus)

Tatiana Rojasa,	María	E.	Fuentes	Camposb*, Eliana Contreras-Lópezc, 
Susana Gómeza,	Ana	María	Muñoz-Jáureguid

RESUMEN

La extracción por ultrasonido permite recuperar sustancias bioactivas de los residuos 
agroindustriales, además es una técnica rápida, limpia y amigable con el medio ambiente. 
Se realizó la extracción de componentes fenólicos por ultrasonido a las cáscaras del fruto del 
sanky (Corryocactus brevistylus).	Esta	planta	es	una	cactácea	que	crece	en	los	Andes	del	Perú	
y	su	fruto	es	consumido	por	las	comunidades.	La	cáscara	de	sanky	reportó:	humedad	10,74	%;	
proteína	9,19	%;	cenizas	14,75	%;	grasa	2,68	%;	fibra	16,39	%	y	extracto	libre	de	nitrógeno	
46,25	%.	En	las	semillas,	se	encontró	207,81	ppm	de	calcio,	39,36	ppm	de	hierro	y	9,4	ppm	
de zinc. Para la extracción se evaluaron tres factores y cada uno en tres niveles: concentración 
del	solvente	etanol	(40,	50	y	60	%),	tiempo	(20,	30	y	40	minutos)	y	temperatura	(25,	35	y	
45	°C).	Se	empleó	el	diseño	de	Box	Behnken,	 reportando	15	ensayos	experimentales.	Se	
evaluó	los	polifenoles	totales	por	el	método	de	Folin	Ciocalteau.	El	tratamiento	M11	(50	%	
v/v	de	etanol,	40	minutos	y	25	°C)	reportó	43,9	mg	ácido	gálico/g	muestra	seca	y	fue	el	más	
eficiente.	Los	siguientes	tres	tratamientos	M3	(60%v/v,	40	minutos,	35	°C);	M6	(40%v/v,	30	
minutos,	45	°C)	y	M9	(50%v/v,	20	minutos,	25	°C)	reportaron	valores	de	31,5;	32,9	y	32,6	
mg	ácido	gálico/g	muestra	seca,	respectivamente,	y	no	tuvieron	diferencias	significativas.	La	
variable más importante fue el tiempo de extracción, luego la concentración del solvente. El 
objetivo fue determinar las variables de concentración de solvente, tiempo y temperatura en 
la extracción asistida por ultrasonido para recuperar los componentes fenólicos de la cáscara 
de sanky. 

Palabras claves: ultrasonido, compuestos fenólicos, sanky, sustancias bioactivas.
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ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION OF PHENOLIC 
COMPOUNDS OF THE PEEL OF SANKY 

(Corryocactus brevistylus) 

ABSTRACT

The	 ultrasound-assisted	 extraction	 allows	 to	 recover	 bioactive	 substances	 in	 the	 agro-
industrial	waste,	besides,	is	a	fast,	clean	and	friendly	with	the	environment	technique.	The	
extraction	of	total	phenolic	components	by	ultrasound	was	carried	out	on	the	peel	of	the	fruit	
of the sanky (Corryocactus brevistylus).	This	plant	is	a	cactus	that	grows	in	the	Andes	of	Peru	
and	its	fruit	is	used	by	the	communities.	The	sanky	peel	reported:	humidity	10,74	%;	protein	
9,19	%;	ashes	14,75	%;	2,68	%	fat;	fiber	16,39	%	and	nitrogen-free	extract	46,25	%.	The	
sanky	seeds	reported	207,81	ppm	of	calcium,	39,36	ppm	of	iron	and	9,4	ppm	of	zinc.	For	the	
extraction,	three	factors	and	each	one	in	three	levels	were	evaluated:	solvent	concentration	
(40	%,	50	%	and	60	%),	time	(20,	30	and	40	minutes)	and	temperature	(25,	35	and	45	°C).	
The	design	of	Box	Behnken	was	used,	reporting	15	experimental	trials.	The	total	polyphenols	
was	evaluated	by	the	Folin	Ciocalteau	method.	The	M11	(50	%	v/v	ethanol,	40	minutes	and	
25	°C)	treatment	reported	43,9	mg	galic	acid/g	dry	sample,	and	was	the	most	efficient.	The	
following	three	treatments:	M3	(60	%	v/v,	40	minutes,	35	°C);	M6	(40	%	v/v,	30	minutes,	
45	°C)	and	M9	(50	%	v/v,	20	minutes,	25	°C)	did	not	show	significant	differences,	reporting	
values	of	31,5;	32,9	and	32,6	mg	galic	acid/g	dry	sample,	respectively.	The	most	important	
variable	was	 the	 extraction	 time,	 then	 the	 concentration	 of	 solvent.	The	 objective	was	 to	
determine the variables of solvent concentration, time and temperature during the ultrasound-
assisted extraction to recover the phenolic components of the peel of sanky.  

Key words: ultrasound, sanky, polyphenols, bioactive substances.

INTRODUCCIÓN

La extracción de componentes bioactivos por ultrasonido es un método limpio, sencillo, rápido 
y verde en comparación con los métodos convencionales. Además de su alta reproducibilidad 
en corto tiempo, de fácil manipulación y disminución en el uso de solventes frente a otros 
métodos1. Las ondas de ultrasonido causan la ruptura mecánica de la pared celular liberando 
los componentes bioactivos, a su vez el calentamiento local del solvente aumenta la difusión 
del extracto, mejorando así la transferencia de masa a través de la interfase sólido-liquido. 
Los efectos mecánicos de la sonicación inducen a una mayor disolución del solvente en 
las paredes y membranas celulares, facilitando la liberación del contenido de las células y 
mejorando la transferencia de masa2.

El sanky (Corryocactus brevistylus) es una cactácea nativa de los Andes peruanos, de tallo 
carnoso	que	crece	entre	los	2500	a	3500	msnm,	sus	frutos	son	unas	bayas	de	forma	redondas,	
de color verde-amarillo, con espinas. Ayuda en el tratamiento para la prostatitis, problemas 
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del riñón y por su aporte de calcio podría ayudar a combatir la osteoporosis. Su fruto presenta 
propiedades funcionales y terapéuticas, se suele utilizar para la producción de jaleas, néctares, 
jugos, ensaladas y otros3. Este fruto, es conocido, por los lugareños, como el “quitahambre” y 
suelen consumirlo para largas jornadas de trabajo. Sin embargo, la cáscara del fruto es poco 
valorada, por la falta de información y podría considerarse como una fuente de sustancias 
bioactivas.

Al	respecto,	Matos	et al.4 realizaron la extracción de componentes fenólicos de la pulpa de 
sanky	empleando	el	método	convencional	a	una	temperatura	de	70	°C;	relación	materia	prima:	
solvente	de	1:10	(p/v)	y	etanol	al	90	%.		La	capacidad	antioxidante	de	estos	componentes	
fenólicos	por	el	método	de	DPPH	reportó	439,11	ugTrolox/g	muestra.	Zou	et al.5 optimizaron 
la	 extracción	 asistida	 por	 ultrasonido	 de	 los	 fenoles	 y	 flavonoides	 de	 hojas	 de	 mango	
(Mangifera indica L.), las variables evaluadas fueron temperatura, tiempo de extracción y 
concentración de alcohol en el solvente. La temperatura y el tiempo de extracción fueron los 
dos factores más importantes.

Existen pocas investigaciones sobre la cáscara de sanky, considerando que podría utilizarse 
como ingrediente y/o insumo en el procesamiento de alimentos. Al respecto, Lipe6 reportó 
la presencia de un hidrocoloide en el zumo de sanky que tendría un efecto protector para el 
hígado y la mucosa gástrica.

Dentro de los residuos agroindustriales, el grupo de alimentos con mayor porcentaje de 
pérdidas y desperdicios es el de frutas y verduras (55 %), seguido de raíces y tubérculos 
(40	 %).	 Los	 residuos	 provenientes	 del	 procesamiento	 de	 frutas,	 son	 poco	 valorados	 al	
desconocer su composición, cantidad y calidad de sus componentes7. Los polifenoles son 
compuestos que se encuentran en diferentes partes de las plantas y también en los residuos, 
presentan un efecto protector contra los radicales libres, además retardan el avance de 
algunas enfermedades crónicas. Estos compuestos han demostrado una intensa actividad 
biológica, como antioxidantes, antibacterianos e incluso antitumorales8. En las cáscaras de 
varios frutos, se reporta una mayor concentración de sustancias bioactivas que en la misma 
pulpa	de	la	fruta,	en	el	caso	de	las	cáscaras	de	plátano,	sandía	y	uva	reportaron	24,42;	26,73	
y	113,40	mg	ácido	gálico/g	de	muestra,	respectivamente7;	así	como	la	cáscara	de	mandarina	
común	y	de	toronja	que,	según	Ordóñez-Gómez	et al.9,	presentaron	3,22	y	3,08	mg	ácido	
gálico/g muestra, respectivamente. Respecto a la cáscara del fruto del sanky, a la fecha no hay   
información	sobre	su	composición	y/o	aplicaciones	en	algún	tipo	de	industria.

Al eliminar estos residuos también se estaría eliminando una posible fuente de sustancias 
biológicamente activas que podrían generar un valor agregado a estos residuos y podrían 
ser utilizados como ingredientes en la industria de alimentos, farmacéutica, cosméticos y 
también	nutraceútica.	Según	el	reporte	de	Waste	Atlas	201310,	en	el	Perú	se	producen	54,8	%	
de desechos orgánicos. Asimismo, se estaría tratando los residuos sólidos orgánicos de una 
manera sostenible y amigable con el cuidado del medio ambiente. De allí la importancia de 
evaluar los componentes fenólicos presentes en la cáscara de sanky aplicando una extracción 
asistida por ultrasonido. 
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El objetivo de la investigación fue aplicar la extracción asistida por ultrasonido para recuperar 
los componentes fenólicos de la cáscara de sanky utilizando como variables la concentración 
de solvente, tiempo y temperatura de extracción.

PARTE EXPERIMENTAL

Materia prima y reactivos 
Se eliminaron aquellos frutos de sanky con daños físicos, luego se lavaron con agua destilada, 
se secaron con papel toalla y se pelaron manualmente. Las cáscaras fueron secadas en estufa 
a	35	°C,	luego	fueron	molidas	y	almacenadas	en	empaques	herméticos	y	asépticos.	El	etanol	
(99	%),	ácido	sulfúrico	(99	%),	hidróxido	de	sodio	y	el	hexano	fueron	adquiridos	de	Sigma	
(USA).

Métodos de análisis
Determinación de la composición química: Se determinó humedad, proteínas, grasas, 
fibra	total,	cenizas	y	el	extracto	libre	de	nitrógeno	se	determinó	por	diferencia.	Se	utilizó	los	
métodos	estándar	que	recomienda	la	AOAC,	200511. 

Determinación del contenido de calcio, hierro y zinc:	Se	utilizó	el	método	de	la	Unión	
Europea	Norma	UNE-EN	14082,	determinación	de	elementos	traza	utilizando			espectroscopia	
de absorción atómica, tras la obtención de cenizas secas. 

Determinación de compuestos fenólicos mediante espectroscopia: Después de la 
extracción por ultrasonido, los extractos acuosos fueron centrifugados y se recogió el 
sobrenadante.  El contenido de compuestos fenólicos totales se determinó por el método de 
Folin-Ciocalteu12.	Se	trató	40	µL	de	extracto	con	0,5	mL	del	reactivo	de	Folin-Ciocalteu	y	2	
mL	de	carbonato	sódico	al	20	%	(p/v)	y	se	llevó	a	10	mL.	Transcurrida	media	hora	se	efectuó	
la	 lectura	de	absorbancia	a	760	nm,	se	utilizó	como	estándar	al	ácido	gálico	(GAL)	y	 los	
resultados se expresaron como miligramos de ácido gálico (mg GAL) /g materia prima seca. 

Metodología experimental
Obtención de los extractos por extracción separación asistida por ultrasonido
Se	trabajó	con	1,0	g	de	cáscara	de	sanky	seca	y	molida,	luego	se	adicionó	50	mL	del	solvente	
y se procedió a los diferentes tratamientos de extracción en un generador ultrasónico. El 
equipo	es	el	modelo	NO	VC	505	de	marca	Sonics	&	Materials,	INC.,	U.S.A.	que	trabajó	a	
20	KHz	y	130	W,	con	tiempos	de	sonicación	(sonda	en	contacto	con	el	extracto	acuoso)	de	
45	segundos	con	intervalos	de	descanso	de	60	segundos.	Esto	se	repitió	y	fue	constante	en	
todos los tratamientos. 

Diseño experimental y análisis estadístico
Extracción asistida por ultrasonido de los componentes fenólicos 
Durante	la	extracción	se	evaluó	la	influencia	de	las	variables	independientes:	concentración	
de	etanol	(40,50	y	60	%v/v),	tiempo	(20,	30	y	40	min)	y	temperatura	(25,	35	y	45	°C).	Cada	
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variable independiente (factor) fue evaluada a tres niveles. Se utilizó el diseño Box Behnken 
(DBB), el cual reportó un total de 15 tratamientos, las corridas fueron evaluadas de forma 
independiente para cada extracción, tal como se describe en la tabla 1. La respuesta medida 
fue la cantidad de componentes fenólicos totales (mgGAL/g de muestra). Todas las corridas 
se realizaron por triplicado y en forma aleatoria. 

Análisis estadístico
Los datos experimentales fueron evaluados usando un análisis de variancia (ANOVA) y la 
prueba	de	Tukey,	en	ambos	casos	se	consideró	un	nivel	de	significancia	de	p	<	0.05.	Los	
análisis	se	realizaron	con	el	software	STATGRAPHICS	CENTURION	XV.	Todos	los	análisis	
se realizaron por triplicado.   

(mgGAL/g de muestra). Todas las corridas se realizaron por triplicado y en forma 

aleatoria.  

 

Tabla 1. Tratamientos para la extracción de los compuestos fenólicos por ultrasonido de 
la cáscara de sanky seca. 

Tratamientos Concentración de 
etanol (%v/v) 

Tiempo de 

extracción 
(min) 

Temperatura de 
extracción (°C) 

M1 40 20 35 

M2 40 40 35 

M3 60 40 35 

M4 60 20 35 

M5 40 30 25 

M6 40 30 45 

M7 60 30 25 

M8 60 30 45 

M9 50 20 25 

M10 50 20 45 

M11 50 40 25 

M12 50 40 45 

M13 50 30 35 

M14 40 30 35 

M15 60 30 35 

 

 

Análisis estadístico 

Los datos experimentales fueron evaluados usando un análisis de variancia (ANOVA) y 

la prueba de Tukey, en ambos casos se consideró un nivel de significancia de p < 0.05. 

Los análisis se realizaron con el software STATGRAPHICS CENTURION XV. Todos 

los análisis se realizaron por triplicado.    

 
 

 

Tabla 1. Tratamientos para la extracción de los compuestos fenólicos por ultrasonido de la 
cáscara de sanky seca.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Caracterización de la cáscara de sanky
La	cáscara	de	sanky	seca	y	molida	reportó	una	humedad	promedio	de	10,74	%,	es	un	valor	bajo	
comparado	con	cáscaras	de	otras	frutas	como	mandarina	80,14	%	y	naranja	agria	78,60	%15. Esto 
indica que los solutos de la cáscara se encuentran concentrados, por tanto, la concentración 
de los polifenoles de la cáscara también es alta comparada con otros residuos.  En la tabla 2, 
se aprecia la composición proximal de la cáscara de sanky seca. El extracto libre de nitrógeno 
fue 46,25 %, esto implica la presencia de hidrocoloides y/o compuestos solubles en agua, 
tal como lo reporta Lipe6	 al	encontrar	38,24	%	de	un	hidrocoloide	en	 la	pulpa	del	 sanky.	
También	podría	poseer	hemicelulosa.	Asimismo,	se	hallaron	16,39	%	y	14,75	%	de	fibra	y	
cenizas	en	la	cáscara,	respectivamente.	La	fibra	o	fracción	insoluble	es	casi	la	tercera	parte	de	
la fracción soluble, así que ambas partes (representan casi el 62,64 %) aportarían a mejorar 
el tránsito intestinal y como protector de la mucosa gástrica, por ende, serían de gran aporte 
para mejorar el proceso digestivo. 

Respecto	al	contenido	de	cenizas	podría	incluirse	la	presencia	de	calcio	y	potasio,	que	según	
Nolazco y Guevara3 encontraron 249 ppm de calcio y 417 ppm de potasio en el néctar de 
sanky. Por otra parte, en las semillas de sanky, también se encontraron minerales como calcio, 
hierro	y	 zinc,	 en	 concentraciones	de	207,81;	 39,36	y	9,4	ppm,	 respectivamente,	 como	 se	
muestra en la tabla 3. Esto permite deducir que también en la cáscara del fruto se encuentran 
altas concentraciones de estos micronutrientes, especialmente calcio que podría ser utilizado 
en la elaboración de otros productos.
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soluble, así que ambas partes (representan casi el 62,64 %) aportarían a mejorar el 

tránsito intestinal y como protector de la mucosa gástrica, por ende, serían de gran 

aporte para mejorar el proceso digestivo.  

 

Tabla 2.  Composición química de la cáscara de sanky seca (gramos/100gmuestra) 

Determinación Porcentaje (*) 

Humedad 10,74 

Proteínas 9,19 

Cenizas 14,75 

Grasa 2,68 

Fibra 16,39 

E.L.N. 46,25 

(*) Son valores promedios de tres repeticiones 

Respecto al contenido de cenizas podría incluirse la presencia de calcio y potasio, que 

según Nolazco y Guevara3 encontraron 249 ppm de calcio y 417 ppm de potasio en el 

néctar de sanky. Por otra parte, en las semillas de sanky, también se encontraron 

minerales como calcio, hierro y zinc, en concentraciones de 207,81; 39,36 y 9,4 ppm, 

respectivamente, como se muestra en la tabla 3. Esto permite deducir que también en la 

Tabla 2. Composición	química	de	la	cáscara	de	sanky	seca	(gramos/100gmuestra).

Tabla 2. Composición	química	de	la	cáscara	de	sanky	seca	(gramos/100gmuestra).

cáscara del fruto se encuentran altas concentraciones de estos micronutrientes, 

especialmente calcio que podría ser utilizado en la elaboración de otros productos.   

 

Tabla 3.  Composición promedio de metales en la semilla de sanky 

Metales Contenido en ppm (*) 

Calcio 207,81 

Hierro 39,36 

Zinc 9,4 
(*) Se reporta el promedio de dos repeticiones 

En general, las frutas y sus derivados no son fuentes de proteínas, ni grasas, es así que la 

cáscara contiene 9,19 % de proteínas y 2,68 % de grasas, según se reportó en la tabla 2.   

Estos resultados muestran que la cáscara de sanky seca y molida presenta componentes 

que ayudarían a mejorar el tránsito intestinal y a proteger la mucosa gástrica y por su 

contenido de cenizas es una buena fuente de minerales como calcio, hierro y zinc. Se 

podría utilizar como ingrediente para elaborar alimentos funcionales y/o otros productos 

en la industria cosmética y farmacéutica.  
 

 

Extracción por ultrasonido de los componentes fenólicos de la cáscara de sanky 

En la mayoría de los tratamientos, los polifenoles totales presentaron mayores valores 

que los reportados por Alanoca13 quien utilizó el método tradicional de maceración con 

etanol para la extracción de los compuestos fenólicos.   

Según los datos de la figura 1, el extracto M11, con 50 %v/v de etanol, 40 minutos de 

tiempo de extracción y 25 oC, fue la que presentó el mayor rendimiento de extracción 

reflejada en la mayor cantidad de polifenoles totales, reportó 43,9 mg GAL/g de cáscara 

seca, mostrando un amplio margen muy superior al resto de tratamientos. Los extractos 

M3 (60 % etanol, 40 minutos y 35 oC), M6 (40 % etanol, 30 minutos y 45 oC) y M9    

(50 % etanol, 20 minutos y 25 oC) mostraron valores muy similares, 31,5; 32,9 y 32,6 

mg GAL/g de materia seca, respectivamente. Entre estos tres tratamientos no hubo 

diferencias significativas en el contenido de fenoles totales, por tanto, también 

presentarían actividad antioxidante muy similar. De este grupo, el extracto M9, sería el 

más recomendable para extraer los polifenoles a un menor tiempo (20 minutos) y menor  
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En general, las frutas y sus derivados no son fuentes de proteínas, ni grasas, es así que la 
cáscara	contiene	9,19	%	de	proteínas	y	2,68	%	de	grasas,	según	se	reportó	en	la	tabla	2.		

Estos resultados muestran que la cáscara de sanky seca y molida presenta componentes que 
ayudarían a mejorar el tránsito intestinal y a proteger la mucosa gástrica y por su contenido 
de cenizas es una buena fuente de minerales como calcio, hierro y zinc. Se podría utilizar 
como ingrediente para elaborar alimentos funcionales y/o otros productos en la industria 
cosmética y farmacéutica. 

Extracción por ultrasonido de los componentes fenólicos de la cáscara de sanky
En la mayoría de los tratamientos, los polifenoles totales presentaron mayores valores que los 
reportados por Alanoca13 quien utilizó el método tradicional de maceración con etanol para la 
extracción de los compuestos fenólicos.  

Según	los	datos	de	la	figura	1,	el	extracto	M11,	con	50	%v/v	de	etanol,	40	minutos	de	tiempo	
de	extracción	y	25	°C,	fue	la	que	presentó	el	mayor	rendimiento	de	extracción	reflejada	en	
la mayor cantidad de polifenoles totales, reportó 43,9 mg GAL/g de cáscara seca, mostrando 
un	amplio	margen	muy	superior	al	resto	de	tratamientos.	Los	extractos	M3	(60	%	etanol,	40	
minutos	y	35	°C),	M6	(40	%	etanol,	30	minutos	y	45	°C)	y	M9	(50	%	etanol,	20	minutos	
y	25	°C)	mostraron	valores	muy	similares,	31,5;	32,9	y	32,6	mg	GAL/g	de	materia	seca,	
respectivamente.	 Entre	 estos	 tres	 tratamientos	 no	 hubo	 diferencias	 significativas	 en	 el	
contenido de fenoles totales, por tanto, también presentarían actividad antioxidante muy 
similar.	De	este	grupo,	el	extracto	M9,	sería	el	más	recomendable	para	extraer	los	polifenoles	
a	un	menor	tiempo	(20	minutos)	y	menor	temperatura	(25	°C),	la	temperatura	es	un	factor	que	
afecta	en	forma	desfavorable	la	estabilidad	de	los	fenoles.	El	extracto	M4	(60	%	de	etanol,	
20	minutos	y	35	°C)	reportó	el	menor	contenido	de	polifenoles,	14,2	mg	GAL/g	de	materia	
seca, esto se puede deber a la mayor concentración del etanol, ya que la solubilidad de los 
fenólicos	tiende	a	disminuir,	además	el	tiempo	de	extracción	fue	de	apenas	20	minutos.	La	
solubilidad de estas sustancias disminuye en solventes menos polares como metanol y etanol, 
se recomienda utilizar mezclas con agua, para incrementar la polaridad como acetona:agua 
y/o etanol:agua para mejorar la extracción de polifenoles5.
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Dado	que	 los	 extractos	M11	 (50	%	 etanol,	 40	minutos	 y	 25	 °C)	 y	M9	 (50	%	 etanol,	 20	
minutos	y	25	°C)	fueron	los	de	mayor	contenido	de	fenoles	totales,	se	deduce	que	el	tiempo	
de	extracción	es	la	variable	independiente	de	mayor	influencia	seguido	de	la	concentración	
del solvente. En las cáscaras de varios frutos, se reporta presencia de sustancias bioactivas 
en mayor concentración que en la misma pulpa, en el caso de las cáscaras de plátano, sandía 
y	uva	se	reportaron	valores	de	polifenoles	como	ácido	gálico	equivalente	(AGE)	de	24,42;	
26,73	y	113,40	mg	AGE/	g	de	muestra,	respectivamente7 así como la cáscara de mandarina 
común	y	de	toronja	que	según	Ordóñez	et al.9,	presentaron	3,22	y	3,08	mg	AGE/	g	muestra,	
respectivamente. En todos los casos, los extractos de cáscara de sanky presentaron mayor 
contenido de polifenoles que las cáscaras de frutas antes mencionadas. En las cáscaras de 
frutas	cítricas	el	contenido	es	mucho	menor	aún.	Esto	podría	deberse	a	que	la	planta	de	sanky,	
por ser una cactácea requiere de poca agua para su adaptación y crecimiento, es así que los 
solutos se encuentran altamente concentrados en comparación con otros residuos frutales. El 
contenido de fenoles en el sanky puede variar debido a las características del suelo, a la época 
de siembra y/o condiciones de post cosecha. En el extracto de cáscara de granada se reportó 
165,4 mg de GAL/g de extracto en peso seco14, valor bastante superior al encontrado en la 
cáscara de sanky.  Sin embargo, estos polifenoles en las plantas pueden estar en forma simple, 
polimerizados o incluso pueden estar ligados a proteínas o carbohidratos, lo cual implica que 
lograr un sistema de extracción para estructuras tan distintas resulta ser muy complejo. 

Al respecto Balasundram et al8 mencionan que los compuestos fenólicos extraídos de 
extractos vegetales tienen correlación positiva con la actividad antioxidante y podrían actuar 
como agentes que previenen la oxidación a nivel celular. Por tanto, todos los extractos 
obtenidos por ultrasonido también tendrían actividad antioxidante. 

temperatura (25 oC), la temperatura es un factor que afecta en forma desfavorable la 

estabilidad de los fenoles. El extracto M4 (60 % de etanol, 20 minutos y 35 0C) reportó 

el menor contenido de polifenoles, 14,2 mg GAL/g de materia seca, esto se puede deber 

a la mayor concentración del etanol, ya que la solubilidad de los fenólicos tiende a 

disminuir, además el tiempo de extracción fue de apenas 20 minutos. La solubilidad de 

estas sustancias disminuye en solventes menos polares como metanol y etanol, se 

recomienda utilizar mezclas con agua, para incrementar la polaridad como acetona:agua 

y/o etanol:agua para mejorar la extracción de polifenoles5. 

 

    Figura 1. Contenido de compuestos fenólicos totales en las cáscaras de sanky seca y molida en los 
diferentes tratamientos 

 

Dado que los extractos M11 (50 % etanol, 40 minutos y 25 oC) y M9 (50 % etanol, 20 

minutos y 25 oC) fueron los de mayor contenido de fenoles totales, se deduce que el 

tiempo de extracción es la variable independiente de mayor influencia seguido de la 

concentración del solvente. En las cáscaras de varios frutos, se reporta presencia de 

Figura 1. Contenido de compuestos fenólicos totales en las cáscaras de sanky seca y molida 
en los diferentes tratamientos.

Contenido de compuestos fenólicos
totales
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CONCLUSIONES

La	 extracción	 asistida	 por	 ultrasonido	 (EAU)	 para	 recuperar	 los	 componentes	 fenólicos	
de	 la	 cáscara	 de	 sanky,	 utilizando	 el	 diseño	de	Box	Behnken,	 reportó	 la	mejor	 eficiencia	
utilizando	50,0	%v/v	de	etanol,	con	un	tiempo	de	extracción	de	40	minutos	y	una	temperatura	
de	 25	 °C,	mostrando	 una	 diferencia	 significativa,	muy	 superior	 al	 resto	 de	 tratamientos.	
En esta metodología, el tiempo de extracción fue el factor más importante, seguido de la 
concentración del solvente (etanol).  
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COMPOSICIÓN QUÍMICA Y ENSAYOS DE ACTIVIDAD 
ANTIOXIDANTE Y DEL EFECTO FUNGISTÁTICO SOBRE 

Candida albicans DEL ACEITE ESENCIAL DE
Piper aduncum L. “MATICO”

Sharon Ingaroca*a, Américo Castroa, Norma Ramosa

RESUMEN

El aceite esencial se obtuvo de las hojas de Piper aduncum L. procedentes del Departamento 
de Loreto, mediante destilación por arrastre de vapor de agua con un rendimiento de 1,1 % v/p. 
La composición química se determinó mediante Cromatografía de Gases / Espectrometría de 
Masas	(CG/EM),	identificándose	35	componentes	químicos,	de	los	cuales	ocho	representan	
el 76,53 % del área total. Los principales compuestos fueron fenilpropanoides (1, 2, 
4-trimetoxi-5-(1-propenil)-	 benceno	 (39,32	%)	 y	metileugenol	 (12,85	%)),	 hidrocarburos	
sesquiterpenoides	(germacreno	D	(7,52	%),	biciclogermacreno	(5,88	%),	β-cariofileno	(2,82	
%)	y	δ-	cadineno	(2,81	%)),	un	hidrocarburo	monoterpenoide	(β-ocimeno	(2,34	%))	y	un	
monoterpenoide	oxigenado	(4,7,7-trimetilbiciclo	[2.2.1]	heptan-3-ona	(2,99	%)).	La	actividad	
antioxidante	 fue	 evaluada	mediante	 los	 métodos	 de	 captación	 de	 los	 radicales	 DPPH● y 
ABTS●+.	La	capacidad	antioxidante	equivalente	a	Trolox	(TEAC-	DPPH)	(TEAC-ABTS)	fue	
de	1,839	y	17,79	μg	Trolox/mg	del	aceite	esencial,	respectivamente.	El	efecto	fungistático	fue	
evaluado mediante el método de microdilución colorimétrica en caldo, mostrando actividad 
con	un	MIC	de	 1,24	mg/mL.	Los	 resultados	 demuestran	 que	 a	 pesar	 de	 que	 la	 actividad	
antioxidante	y	el	efecto	fungistático	del	aceite	esencial	fueron	limitados;	el	alto	contenido	de	
fenilpropanoides lo hace un candidato prometedor para futuras investigaciones.

Palabras clave: Piper aduncum L., antioxidante, fungistático, Candida albicans.
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CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND 
FUNGISTATIC EFFECT AGAINST Candida albicans OF THE 

ESSENTIAL OIL OF Piper aduncum L. "MATICO"

ABSTRACT

The	essential	oil	was	obtained	from	leaves	of	Piper aduncum L. "matico" from in Department 
of	 Loreto	 by	 steam	 distillation	with	 a	 yield	 of	 1.1%	 v/w.	The	 chemical	 composition	 has	
determined	 by	 chromatography/mass	 spectrometry	 (GC/MS).	 Thirty-five	 chemical	
components	were	identified,	of	which	eight	represent	76,53	%	of	the	total	area.	The	main	
volatile compounds are phenylpropanoids (1, 2, 4-trimethoxy-5- (1-propenyl) -benzene 
(39,32%)	 and	 methyleugenol	 (12,85%)),	 sesquiterpenoid	 hydrocarbons	 (germacrene	 D	
(7,52%),	 bicyclogermacrene	 (5,88%),	 β-caryophyllene	 (2,82%)	 and	 δ-cadinene	 (2,81%)),	
a	 monoterpenoid	 hydrocarbon	 (β-ocimene	 (2,34%))	 and	 an	 oxygenated	 monoterpenoid	
(4,7,7-trimethylbicyclo	[2.2.1]	heptan-3-one	(2,99%)).	The	antioxidant	activity	was	evaluated	
by	DPPH● and ABTS●+ radical scavenging methods. The antioxidant capacity equivalent to 
Trolox	(TEAC-DPPH)	(TEAC-ABTS)	was	1.839	and	17.79	μg	Trolox/mg	of	the	essential	
oil,	 respectively.	The	 fungistatic	 effect	was	 evaluated	by	colorimetric	broth	microdilution	
method,	showing	activity	with	a	MIC	of	1.24	mg/	mL.	The	results	show	that	although	the	
antioxidant activity and the fungistatic effect of the essential oil of Piper aduncum L.	were	
limited,	however,	the	high	content	of	phenylpropanoids	makes	it	a	promising	candidate	for	
future research.

Key words: Piper aduncum L., antioxidant, fungistatic, Candida albicans.

INTRODUCCIÓN

En la actualidad, existe una constante preocupación por la seguridad de los antioxidantes 
sintéticos utilizados para mantener la calidad de los productos alimenticios, lo que ha 
motivado a la industria alimentaria a buscar alternativas naturales1. 

Por otro lado, la candidiasis en la actualidad representa la tercera a cuarta infección nosocomial 
más frecuente en hospitales en todo el mundo, lo que la ha convertido en un problema de salud 
pública2.	 Simultáneamente,	 la	 resistencia	 a	 fármacos	 antifúngicos	 también	 ha	 aumentado	
considerablemente	en	los	últimos	años3. Por lo tanto, se necesitan nuevos compuestos con 
propiedades	antifúngicas	para	hacer	frente	al	desafió	de	las	micosis	invasivas.

Las plantas medicinales constituyen un reservorio de compuestos químicos estructuralmente 
diversos (compuestos bioactivos), por lo que pueden ser una fuente para el desarrollo de 
nuevos	agentes	antimicrobianos	y	antifúngicos.	Los	aceites	esenciales,	son	objeto	de	interés	
científico	en	las	últimas	décadas,	con	un	análisis	exhaustivo	que	indica	que	muchos	de	estos	
y sus componentes aislados poseen diversas actividades4.
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En	este	contexto,	la	Amazonía	peruana,	como	región	fitogeográfica	y	biodiversa,	es	una	fuente	
de	especies	de	plantas.	Así,	la	familia	Piperaceae,	es	reconocida	en	el	Perú,	por	presentar	tres	
géneros	y	830	especies,	de	los	cuales	el	más	abundante	es	el	género	Piper5. Piper aduncum L 
se usa en la medicina tradicional como antiséptico, antidiarreico, antirreumático, astringente 
y tónico6. Los yaneshas, comunidad nativa de la Amazonía peruana, preparan tés y baños de 
vapor	de	 las	hojas	contra	 infecciones	generales	y	fiebre7.	Sin	embargo,	no	hay	suficientes	
datos relacionados a sus actividades terapéuticas que validen sus usos tradicionales. En este 
sentido, el propósito del estudio fue evaluar la composición química, la actividad antioxidante 
y el efecto fungistático del aceite esencial de Piper aduncum L “matico” frente a Candida 
albicans.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal 
Las hojas de Piper aduncum L. “matico” fueron colectadas en el Departamento de Loreto, 
provincia	de	Maynas,	distrito	de	Napo.	Las	hojas	fueron	separadas	de	los	tallos	y	almacenadas	
a temperatura ambiente, bajo luz difusa. El peso promedio del material fresco de la planta 
fue	de	5	kg.	La	clasificación	taxonómica	se	realizó	en	el	Museo	de	Historia	Natural	de	la	
Universidad	Nacional	Mayor	de	San	Marcos.

Obtención del aceite esencial
El aceite esencial se extrajo en un sistema de destilación por arrastre de vapor de agua hasta 
su recuperación total. El volumen de aceite esencial obtenido fue deshidratado con sulfato 
de sodio anhidro, luego fue transferido a un vial ámbar y posteriormente almacenado bajo 
refrigeración	(4°C)	y	protegido	de	la	luz,	hasta	su	uso.

Productos químicos
Todos los componentes usados en este trabajo fueron de grado analítico. Los reactivos y 
estándares	(DPPH,	ABTS	y	Trolox®)	para	la	evaluación	de	la	actividad	antioxidante	fueron	
comprados	de	Sigma-Aldrich	Chemical	Co.	(St.	Louis,	MO,	USA).	El	estándar	ketoconazol	
para la evaluación del efecto fungistático fue suministrado por Laboratorios Induquímica. 
Los	medios	de	cultivo	RPMI	1640	con	glutamina	sin	bicarbonato	y	agar	dextrosa	Sabouraud	
al	4	%	fueron	adquiridos	también	por	Sigma-Aldrich	Chemical	Co.	y	EMD	Millipore	Co.	
(Billerica,	MA	 01821,	 USA).	 Los	 solventes	 metanol	 y	 dimetilsulfoxido	 (DMSO)	 fueron	
también	 obtenidos	 de	EMD	Millipore	Co.	 (Billerica,	MA	01821,	USA).	Otros	 productos	
químicos	como	etanol	96°	y	sulfato	de	sodio	anhidro,	así	como	polisorbato	20	(Tween	20)	y	
resazurina fueron proporcionados por el Instituto de Investigación en Ciencias Farmacéuticas 
y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” y por el Instituto de Química Biológica, 
Microbiología	 y	 Biotecnología	 “Marco	 Antonio	 Garrido	 Malo”,	 respectivamente.	 Agua	
bidestilada fue usada a lo largo de este trabajo.
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Microorganismo y condiciones de crecimiento
Candida albicans ATCC	 10231	 es	 un	 cultivo	 estándar	 de	 la	 Colección	 Americana	 de	
Cultivos Tipo (ATCC) y fue suministrado por el Instituto Investigaciones Estomatológicas 
de	la	Facultad	de	Odontología	de	la	UNMSM.	La	cepa	fue	cultivada	de	stock	congelados	y	
conservados	en	placas	con	agar	dextrosa	Sabouraud	al	4	%	en	condiciones	aeróbicas	a	37	°	
C	durante	48	horas.

Cromatografía de gases / espectrometría de masas (CG/EM)
El análisis del aceite esencial fue realizado mediante cromatografía de gases acoplado a 
espectrometría	 de	 masas	 (CG/EM)	 usando	 un	 Agilent	 Technologies	 7890	 y	 un	 Agilent	
Technologies 5975C, respectivamente, equipado con una columna capilar de silica gel J&W 
122-1545.67659	DB-	5ms,	325	°C:	60	m	x	250	μm	x	0,25	μm.	Las	condiciones	operativas	
fueron las siguientes: la programación de la temperatura de la columna para CG empezó en 
80°C,	 luego	se	 incrementó	a	10º	C/min	hasta	180°C,	 seguida	de	2,5	 °C/min	hasta	200°C	
por	5	min,	2,5°C/min	hasta	240°C	y	finalmente	5°C/min	hasta	300°C	manteniéndose	por	2	
minutos.	El	gas	portador	fue	helio	con	una	tasa	de	flujo	de	1.0	mL/min;	la	temperatura	de	
inyección	fue	de	300	°C;	el	volumen	de	inyección	de	la	muestra	fue	de	1	μL	(20	μL	de	aceite	
en	1	mL	de	diclorometano)	y	la	proporción	de	división	fue	de	20:1.	El	tiempo	de	corrida	fue	
de 54 minutos. Las condiciones de espectrometría de masas fueron las siguientes: la energía 
de	ionización	fue	de	70	eV	y	la	temperatura	de	detección	fue	de	250	°C.

Los	 componentes	 fueron	 identificados	 por	 análisis	 comparativo	 de	 los	 espectros	 de	masa	
frente	a	la	base	de	datos	del	sistema	GC/MS	(Nist	08.lib	y	Flavor	02)	junto	con	los	índices	
de	retención	(RI)	relativos,	obtenidos	de	la	inyección	de	una	mezcla	de	n–alcanos	usando	la	
ecuación	de	Van	Den	Dool	y	Kratz.

El	contenido	relativo	de	todos	los	componentes	identificados	fue	estimado	por	comparación	
de su área con las áreas totales.

Actividad antioxidante 
El aceite esencial fue analizado mediante dos ensayos. La actividad de captación del radical 
DPPH	se	realizó	siguiendo	el	método	de	Brand-	Williams	et al.8 y la actividad de captación 
del	radical	ABTS	se	realizó	según	el	método	de	Re	et al9. La muestra fue diluida con etanol 
de	96°.	El	estándar	de	referencia	fue	Trolox®. Ambos ensayos fueron realizados por triplicado 
y	en	un	espectrofotómetro	UV-VIS	(Thermo	Scientific	TM	GENESYS	10S),	a	25°	C.	Los	
resultados	se	expresaron	como	concentración	inhibitoria	media	(IC50)	y	como	unidades	de	
capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC).

Efecto fungistático 
El efecto fungistático del aceite esencial fue evaluado mediante el método de microdilución 
en	 placas	 de	 96	 pocillos,	 de	 acuerdo	 protocolo	M27-A310 del Instituto de Estándares de 
Laboratorio	Clínico	(CLSI)	y	las	modificaciones	de	Liu	M.	et al.11. La lectura de los resultados 
se	hizo	visualmente	y	se	expresaron	como	concentración	mínima	inhibitoria	(MIC),	que	se	
define	como	la	concentración	más	baja	de	la	muestra	a	la	que	no	se	produce	el	cambio	de	
color11.	El	promedio	de	tres	valores	se	reportó	como	MIC.
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Análisis estadístico
Los datos recolectados de la actividad antioxidante fueron analizados por análisis de varianza 
de	un	factor	(ANOVA)	usando	el	software	SPSS	23.0	(SPSS	Inc.,	Chicago,	IL).	La	medición	
de	 la	diferencia	se	determinó	de	acuerdo	con	la	prueba	de	rango	múltiple	de	Tuckey.	Los	
valores	de	P	<0,05	se	consideraron	estadísticamente	significativos.	Los	ensayos	se	realizaron	
por	triplicado	y	los	resultados	se	expresaron	como	media	±	desviación	estándar	(DE).	Los	
valores	de	CI50	se	calcularon	usando	análisis	regresión	lineal.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Composición química y cuantificación del aceite esencial
El rendimiento (v/p de hojas) fue 1,1 % v/p.  La composición química del aceite esencial de P. 
aduncum	L.	se	muestra	en	la	tabla	1.	Los	datos	de	GC-MS	revelaron	35	componentes,	de	los	
cuales ocho representan el 76,53 % del área total del pico en el cromatograma. Los principales 
componentes fueron 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno (39,32%), metileugenol 
(12,85%),	germacreno	D	(7,52%),	biciclogermacreno	(5,88%),	4,7,7-trimetilbiciclo	[2.2.1]	
heptan-3-ona	(2,99	%)	y	β-cariofileno	(2,82	%),	δ-cadineno	(2,81%)	y	β-ocimeno	(2,34%).

Para	esta	especie	 se	han	 informado	diferentes	perfiles	químicos.	El	principal	 componente	
en	Bolivia	fue	el	monoterpenoide	oxigenado	1,8-cineol	(40,5%).	Panamá	fue	abundante	en	
sesquiterpenoides	como	β-cariofileno	(17.4%)	y	aromadendreno	(13,4%).	En	Cuba,	fueron	
monoterpenoides	oxigenados	como	4,7,7-trimetilbiciclo	[2.2.1]	heptan-3-ona	(17,1-18,1%),	
viridiflorol	(14,5%)	y	piperitona	(23,7%).	Un	quimiotipo	encontrado	con	frecuencia	en	Brasil,	
Ecuador	oriental,	sur	de	Asia	oriental	y	Oceanía	fue	dillapiol	(30-90%)12. Los resultados de 
este	estudio	no	solo	confirman	la	amplia	variabilidad	en	la	composición	química	de	Piper 
aduncum L.	sino	también	evidencian	de	manera	preliminar	un	perfil	diferente.	La	existencia	
de estas variaciones puede atribuirse a las complejas interacciones entre los factores genéticos 
(variedades, subespecies y quimiotipo), las condiciones ambientales, tiempo de recolección y 
los métodos de extracción. Así, por ejemplo, el alto contenido de fenilpropanoides, podría estar 
asociado con una mayor expresión de los genes de la enzima chalcona sintasa en comparación 
con la enzima terpeno sintasa, productora de monoterpenoides y sesquiterpenoides13.
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Número Componentea t
R

 b

(min)
% en la 
muestrac

1 β-mirceno 7,23 0,32
2 β-pineno 7,32 1,30
3 3-careno 7,64 0,19
4 β-trans-ocimeno 7,80 0,92
5 D-limoneno 7,89 0,42
6 β-ocimeno 7,96 2,34
7 Terpinoleno 8,64 1,06
8 Linalol 8,70 0,53
9 4,7,7-trimetilbiciclo	[2.2.1]	heptan-3-ona	(alcanfor) 9,68 2,99
10 Isoborneol 9,91 0,83
11 p-cimen-8-ol 10,06 0,31
12 Elixeno 12,32 0,54
13 α-cubebeno 12,54 0,28
14 α	-copaeno 13,11 1,49
15 Metileugenol 13,20 12,85
16 8-Isopropenil-1,5-dimetil-ciclodeca-1,5-dieno 13,26 0,87
17 Desconocido (C15H24) 13,32 0,72
18 β-cariofileno 14,00 2,82
19 β-cubebeno 14,12 0,41
20 Aromadendreno 14,33 0,77
21 α-cariofileno 14,66 1,55
22 L-alloaromadendreno 14,75 0,56
23 Pentadecano 14,91 3,62
24 Germacreno D 15,12 7,52
25 α-muroleno 15,30 1,11
26 Biciclogermacreno 15,40 5,88
27 δ-cadineno 15,67 2,81
28 Desconocido (C15H26O) 15,75 1,57
29 Elemicina 15,88 0,78
30 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno (asarona) 16,36 39,32
31 Germacreno D-4-ol 17,12 0,56
32 Espatulenol 17,18 1,41
33 Óxido	de	cariofilleno 17,37 0,56
34 α-cadinol 18,90 0,31
35 Apiol 19,04 0,48

Total 100

Tabla 1. Composición química del aceite esencial de Piper aduncum L. 
realizado	por	CG/EM.

Componentes listados en orden de elución de una columna J&W 122-1545.67659 DB-5ms.
b tR,	Índices	de	retención	(min)	calculados	en	la	columna	J&W	122-1545.67659	DB-5ms	relativa	a	C8-C28	n-alcanos.
c Porcentaje del área relativa (área de pico relativa al área del pico total en el cromatograma).
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Estos componentes pertenecen a seis familias químicas: fenilpropanoides, hidrocarburos 
sesquiterpenoides, sesquiterpenoides oxigenados, hidrocarburos monoterpenoides, 
monoterpenoides oxigenados y compuestos alifáticos. Los fenilpropanoides fueron los más 
abundantes (53,43%) con 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno y metileugenol como los 
componentes	principales	de	este	grupo	de	compuestos	químicos.	Los	terpenoides	(40,66%)	
representan el segundo grupo. El contenido de hidrocarburos sesquiterpenoides (26,61%) 
fue	más	 alto	 que	 los	 sesquiterpenoides	 oxigenados	 (2,84%),	mientras	 que	 la	 cantidad	 de	
hidrocarburos monoterpenoides (6,55%) fue similar al de monoterpenoides oxigenados 
(4,66%)	(figura	1).

Actividad antioxidante del aceite esencial
Los resultados se expresaron mediante valores de IC50 y en unidades TEAC en las tablas 2 y 
3, respectivamente. La actividad antioxidante por ambos métodos fue baja en comparación 
con el estándar polifenólico Trolox®, análogo soluble de la vitamina E. Esta diferencia puede 
ser el resultado de diferentes mecanismos relacionados con sus diversas estructuras. En el 
caso de los polifenoles, está claramente relacionada con los grupos hidroxilos, unidos a un 
anillo de benceno, mientras que, para los isoprenoides, está relacionada con la presencia 
de dobles enlaces conjugados14. Por lo tanto, esta baja actividad del aceite esencial de 
Piper aduncum	L	se	atribuiría	a	 la	presencia	de	4,7,7-trimetilbiciclo	[2.2.1]	heptan-3-ona,	
β-cariofileno,	 biciclogermacreno,	 germacreno	 D,	 y	 β-ocimeno,	 así	 como	 a	 los	 efectos	
sinérgicos y antagónicos entre ellos14,15.

 

Figura 1. Distribución de los diferentes grupos químicos de 

los componentes del aceite esencial de P. aduncum 

L. FP: fenilpropanoides; MO: monoterpenoides 

oxigenados; HM: hidrocarburos monoterpenoides; 

SO: sesquiterpenoides oxigenados; HS: 

hidrocarburos sesquiterpenoides; CA: compuestos 

alifáticos; CNI: compuestos no identificados. 

Actividad antioxidante del aceite esencial 

Los resultados se expresaron mediante valores de IC50 y en unidades TEAC en las tablas 2 

y 3, respectivamente. La actividad antioxidante por ambos métodos fue baja en 

comparación con el estándar polifenólico Trolox®, análogo soluble de la vitamina E. Esta 

diferencia puede ser el resultado de diferentes mecanismos relacionados con sus diversas 

estructuras. En el caso de los polifenoles, está claramente relacionada con los grupos 

hidroxilos, unidos a un anillo de benceno, mientras que, para los isoprenoides, está 

relacionada con la presencia de dobles enlaces conjugados14. Por lo tanto, esta baja 

actividad del aceite esencial de Piper aduncum L se atribuiría a la presencia de 4,7,7-

trimetilbiciclo [2.2.1] heptan-3-ona, β-cariofileno, biciclogermacreno, germacreno D, y β-

ocimeno, así como a los efectos sinérgicos y antagónicos entre ellos14,15. 

53.43 % FP

26,61 % HS

6,55 % HM

4,66 % MO

3,62 % CA
2,84 % SO 2,29 % CNI

Figura 1. Distribución de los diferentes grupos químicos de los componentes del 
aceite esencial de P. aduncum	L.	FP:	fenilpropanoides;	MO:	monoterpenoides	
oxigenados;	HM:	hidrocarburos	monoterpenoides;	SO:	sesquiterpenoides	

oxigenados;	HS:	hidrocarburos	sesquiterpenoides;	CA:	compuestos	alifáticos;	CNI:	
compuestos	no	identificados.
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Las	 figuras	 2	 y	 3	muestran	 el	 comportamiento	 del	 aceite	 esencial	 de	Piper aduncum L. 
como	 captador	 de	 radicales	 DPPH	 y	 ABTS,	 respectivamente.	 Las	 concentraciones	 del	
aceite	esencial	se	ajustaron	linealmente	con	los	valores	de	%	inhibición	y	los	coeficientes	de	
determinación (R2)	fueron	mayores	a	0,9.	Estos	valores	demuestran	que	la	concentración	de	
aceite	esencial	y	el	porcentaje	de	inhibición	presentan	una	correlación	lineal	significativa.	

Tabla 2. Actividad antioxidante del aceite esencial de Piper aduncum L. 
expresada como concentración inhibitoria media (IC50).

 

Tabla 2. Actividad antioxidante del aceite esencial de 

Piper aduncum L. expresada como 

concentración inhibitoria media (IC50). 

Muestra 

IC50 (µg/mL) 

 
DPPH● 

 

 
ABTS●+ 

 
 

Aceite esencial de 
 Piper aduncum L. 

 
Trolox® a 

 

 
1087,359 

 
 

2,0 

  
147,832 

 
 

2,68 

a Estándar de referencia 

 

Tabla 3. Actividad antioxidante del aceite esencial de Piper 

aduncum L. expresada como capacidad antioxidante 

equivalente a Trolox (TEAC). 

Ensayo 

TEAC 

 
µg Trolox/mg  

 
mg Trolox/mL  µmol Trolox/mL  

 
DPPH●. 

 
ABTS●+ 

 
1,839 

 
17,79 

 
1,824 

 
17,64 

 

7,286 
 

70,509 

 

Las figuras 2 y 3 muestran el comportamiento del aceite esencial de Piper aduncum L. 

como captador de radicales DPPH y ABTS, respectivamente. Las concentraciones del 

aceite esencial se ajustaron linealmente con los valores de % inhibición y los coeficientes 

de determinación (R2) fueron mayores a 0,9. Estos valores demuestran que la concentración 

Tabla 3. Actividad antioxidante del aceite esencial de Piper aduncum L. 
expresada como capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC).
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de aceite esencial y el porcentaje de inhibición presentan una correlación lineal 

significativa.  

    

Figura 2. Curva de captación del radical DPPH del aceite esencial de Piper 

aduncum L. 
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Figura 2. Curva	de	captación	del	radical	DPPH	del	aceite	esencial	de	
Piper aduncum L.

Figura 3. Curva de captación del radical ABTS del aceite esencial de 
Piper aduncum L.
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Efecto fungistático del aceite esencial
El resultado muestra que la susceptibilidad de C. albicans frente al aceite esencial de Piper 
aduncum L. fue baja en comparación con el ketoconazol (tabla 4). La diferencia puede 
deberse a los diferentes mecanismos relacionados con sus estructuras. Esta facultad en aceite 
esencial de Piper aduncum L. se atribuiría a los componentes minoritarios, como germacreno 
D,	biciclogermacreno,	β-cariofileno,	β-ocimeno	y	alcanfor16,17. Su efecto fungistático puede 
explicarse por las propiedades lipofílicas de estos metabolitos, que les permite interrumpir la 
membrana	celular	de	ergosterol	o	destruir	la	mitocondria	fúngica17. 

Por	otro	lado,	no	hay	suficientes	estudios	sobre	las	actividades	antioxidante	y	fungistática	
de 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno y metileugenol. Las investigaciones de 
estos compuestos están principalmente dirigidos a evaluar su actividad antiparasitaria, 
antiprotozoaria y antitumoral4.

CONCLUSIONES

Un	total	de	35	componentes	fueron	identificados	en	el	aceite	esencial	de	Piper aduncum L. 
“matico”, de los cuales ocho representan el 76,53 % del contenido total. Los principales 
componentes fueron: 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno, metileugenol, germacreno 
D,	biciclogermacreno,	4,7,7-trimetilbiciclo	[2.2.1]	heptan-3-ona,	β-cariofileno,	δ-	cadineno	
y	β-ocimeno.	El	aceite	esencial	de	Piper aduncum L. “matico” mostró limitada actividad 
antioxidante	como	captador	de	radicales	DPPH	y	ABTS	comparado	con	el	antioxidante	de	
referencia. En cuanto al efecto fungistático el aceite esencial de Piper aduncum L. “matico” 
también	fue	limitado	frente	a	Candida	albicans	ATCC	10231.	Sin	embargo,	el	alto	contenido	
de fenilpropanoides lo hace un candidato prometedor para futuras investigaciones.

Figura 3. Curva de captación del radical ABTS del aceite esencial de Piper 

aduncum L. 

 

Efecto fungistático del aceite esencial 

El resultado muestra que la susceptibilidad de C. albicans frente al aceite esencial de Piper 

aduncum L. fue baja en comparación con el ketoconazol (tabla 4). La diferencia puede 

deberse a los diferentes mecanismos relacionados con sus estructuras. Esta facultad en 

aceite esencial de Piper aduncum L. se atribuiría a los componentes minoritarios, como 

germacreno D, biciclogermacreno, β-cariofileno, β-ocimeno y alcanfor16,17. Su efecto 

fungistático puede explicarse por las propiedades lipofílicas de estos metabolitos, que les 

permite interrumpir la membrana celular de ergosterol o destruir la mitocondria fúngica17.  

 

Tabla 4. Efecto fungistático del aceite esencial de 

Piper aduncum L., expresado como 

concentración mínima inhibitoria (MIC). 

Muestra 

Actividad inhibitoria frente a 
cepa fúngica  

Candida albicans 

MIC (mg/mL) 

 
Piper aduncum L. 

 
Ketoconazola 

 

 
1,24 

 
0,08b 

a Estándar de referencia 
b Unidad en µg/mL 

 

Por otro lado, no hay suficientes estudios sobre las actividades antioxidante y fungistática 

de 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno y metileugenol. Las investigaciones de estos 

compuestos están principalmente dirigidos a evaluar su actividad antiparasitaria, 

antiprotozoaria y antitumoral4. 

 

Tabla 3. Efecto fungistático del aceite esencial de Piper aduncum L., 
expresado	como	concentración	mínima	inhibitoria	(MIC).
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INFORMACIONES

Con	 motivo	 de	 conmemorarse	 este	 año	 el	 86º	Aniversario	 de	 fundación	 de	 la	 Sociedad	
Química	del	Perú,	hemos	organizado	el	SIMPOSIO	DE	TECNOLOGÍA	DE	ALIMENTOS	a	
realizarse	los	días	11,	12	y	13	de	octubre	del	presente,	en	el	horario	de	9.00	am	a	6.00	pm,	en	
el	Auditorio	de	Química	de	la	Universidad	Nacional	Mayor	de	San	Marcos.	

Temario:
Agroquímicos
•	 Enmiendas	húmicas	de	Leonardita	para	el	restablecimiento	de	suelos	agrícolas
• Aporte de enmiendas orgánicas para el equilibrio de fertilización en suelos agrícolas.
•	 Micro	elementos	quelatados	en	la	cadena	nutricional	y	su	provisión	en	fertilización	en	

riegos	tecnificados.
Análisis y Procesamiento de Alimentos
• Cromatografía gaseosa y líquida
•	 Extracción	por	fluidos	súper	críticos
• Secado por atomización
•	 Liofilización
Procesos de conservación de alimentos
• Tratamiento térmico de alimentos
• Atmósferas protectoras
• Péptidos bioactivos
Nuevos procesos tecnológicos
•	 Elaboración	de	pan	con	Huella	Hídrica	Reducida
•	 Uso	de	polímeros	para	la	elaboración	de	películas	y	su	aplicación	en	la	conservación	de	

alimentos.
• Caracterización reológica de almidón de dos variedades de papas andinas.

Inversión:
-	 Profesionales			300	soles
-	 Estudiantes						200	soles	
*	 Si	realiza	su	inscripción	hasta	el	15	de	agosto	inclusive,	obtendrá	un	descuento	del	10%.

Mayor	información	en	el	correo	sqperu@gmail.com.

Obituario
Cumplimos con comunicar el fallecimiento de nuestra socia, Mg. Pilar Caso Caballero, 
Nuestras más sentidas condolencias para sus familiares. 
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