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Resumen

La maca es una planta nativa andina que se cultiva sobre los 4000 m s. n. m. en Junin y
Pasco (Perd) y que es utilizada como alimento o medicina tradicional desde tiempos
precolombinos. Este tubérculo ha sido objeto de numerosos estudios y se ha confirmado su
alto valor nutricional y energizante ya que se han identificado ecompuestos bioactivos en
maca tales como bencilglucosinolato, bencilisocianato y alcamidas benciladas. Este ultimo
grupo de compuestos, alcamidas benciladas, tienen un papel estimulatorio en el sistema
nervioso central y son marcadores de actividad biolégica en esta raiz ya que solo se les ha
reportado en ella. Por este motivo se les denomindé macamidas.

Estudios previos han confirmado que no existen macamidas en maca fresca. Se determiné
gue la formacion de macamidas ocurre exclusivamente durante el proceso de secado.
Esparza y colaboradores (2015) estudiaron la cinética de su formacion realizando
experimentos de secado en campo durante nueve semanas e imitando el proceso en
laboratorio en 24 horas en los que se identificaron y monitorearon los metabolitos precursores
de las macamidas y, de este modo, se pudo plantear una via tentativa que lleva a su
acumulacion.

En el presente trabajo, se buscd conocer de manera mas detallada las vias degradativas de
glucosinolatos durante el proceso de secado de macay como estas determinan la formacion
de bencilamina, un precursor directo de la formacién de las amidas bioactivas, ademas de
evaluar vias colaterales que resultan en la formacion de productos no deseables, como &cido
benzoico. EIl proyecto requiri6 poder emular el secado en campo bajo condiciones de
laboratorio en periodos cortos de tiempo, y no 10 semanas como ocurre en el secado
tradicional. Se llevé a cabo un monitoreo de los metabolitos que participan en la formacion de
bencilamina y de los productos terminales del proceso de secado. Para el monitoreo de los
metabolitos, se utilizaron tres métodos de extraccion por ultrasonido en diferentes solventes:
70% metanol, diclorometano y diclorometano acidificado y se analizaron los extractos por

cromatografia liqguida o de gases.
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1. Introduccién

La maca (Lepidium meyenii Walp.) es una planta anual que se cultiva sobre 4000 m s. n. m.
en los andes centrales de Perd (Junin y Pasco). Pocas plantas soportan las bajas
temperaturas, fuertes vientos e intensa luz solar de este habitat.' Esta planta andina
pertenece al género Lepidium (familia Brassicaceae); sin embargo, no ha sido tan estudiada
como las plantas del mismo género en Norteamérica y en Europa.* A pesar de haber sido
utilizada como alimento y medicina tradicional por siglos debido a sus propiedades
estimulantes y promotoras de la salud, su estudio exhaustivo a nivel agronémico y bioquimico

solo se inicié hace pocas décadas.**

El interés por productos de maca aumento6 a inicios de la década de 1990 ya que reportes en
la literatura cientifica confirmaron la vision tradicional sobre su alto poder nutricional y valor
energizante.* Esto se ve reflejado en un aumento de la demanda comercial y en el incremento
del valor de exportacion de la maca en Peru. En el afio 2000, el valor de exportacion (FOB)
fue de US$ 1 427 107. En el 2006, fue de US$ 3 772 269. En el ultimo registro de SIICEX en

el 2016, el valor de FOB fue de US$15 046 903 en harina, sémola y polvo de maca.>®

El proceso de secado incrementa el sabor dulce de la maca debido a la degradacion de
almidén por accién de amilasas endégenas,® lo que lo hace mas agradable. Ademas, este
proceso sirve para su mejor conservacion.? Tradicionalmente, el secado se hace en campo
en uno a dos meses e, industrialmente, se completa bajo condiciones controladas. La
importancia del secado se debe a que el proceso postcosecha es determinante para obtener
un producto de composicion adecuada, es decir, que contenga la mayor cantidad de
metabolitos de interés por su bioactividad y evitar la presencia de productos no deseados.>’
Algunos productos no deseados son el bencilalcohol (BOH) que posiblemente da sabor
amargo a la maca y el acido benzoico (BCOOH) que es regulado porque se utiliza como

preservante en alimentos.®°



1.1. Proceso de secado de maca

1.1.1. Secado en campo

La maca se cosecha después de 6 o 7 meses de la siembra, que es cuando los hipocotilos
tienen su maximo tamafio. Luego, se retiran las hojas, se limpian y se suelen secar en el
campo bajo el sol por 1 0 2 meses ya que depende del tamafio de los hipocotilos y los dias
soleados.?° Durante este periodo, la maca esta expuesta a la intensa radiacion solar y a los
cambios de temperatura del dia y de la noche caracteristicos de la puna. Para determinar
cuando se debe de retirar la maca del secado en campo, los agricultores la prueban para
saber si se elimind el sabor amargo caracteristico de la maca fresca. Si el sabor es dulce, los

agricultores proceden a recogerlas del campo para consumirlas o guardarlas.!

1.1.2. Secado industrial

Actualmente, existen varias presentaciones para la comercializacion de la maca. El principal
producto es la harina de maca; otros productos son en rodajas, gelatinizados vy liofilizados.
Para obtener estos productos, previamente pasan por un proceso de secado industrial. %11

A diferencia del secado en campo que, esta expuesto a variabilidad climatica que puede
influenciar fuertemente el perfil de productos bioactivos finales, la produccion comercial busca
procesar las raices en condiciones controladas utilizando hornos y secadores solares o de
aire forzado.”!® Actualmente este proceso sélo se utliza en las fases finales del
procesamiento, con producto que ya seco parcialmente en campo. El lograr un procesamiento
industrial estandarizado, para asi disminuir el tiempo de secado y obtener un producto mas
homogéneo y de mejor calidad requiere conocer mejor los procesos bioguimicos que tienen

lugar en las raices de maca durante su secado.
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1.2. Compuestos principales

Un estudio sobre la composicion de la maca secada al aire demuestra su alto valor nutricional,
ya que contiene 10.2% de proteinas, 59.0% de carbohidratos, 2.2% de lipidos y 8.5% de fibra.
Ademads, se encontr6 un alto contenido de aminoacidos esenciales en las proteinas y que los
acidos grasos se dividen en 40.1% de &cidos grasos saturados y 52.7% de &acidos
insaturados. Los acidos grasos mas abundantes son los siguientes: 4cido linoleico (32.6%),

palmitico (23.8%) y oleico (11.1%).12

Ademas, se han identificado varios metabolitos secundarios que son los productos de la
hidrélisis de los glucosinolatos. En la Figura 1, se muestra la hidrélisis del glucosinolato
mayoritario reportado por Li y col,*® bencilglucosinolato (BGL). La presencia de estos
metabolitos ayuda a explicar la actividad biolégica atribuida a la maca.>'*'> Sin embargo,
bencilnitrilo (BCN) y bencilalcohol (BOH) son productos alternos que influyen en la calidad
organoléptica e inocuidad del producto. Si se acumulan en el producto, BCN es téxico y BOH
en concentraciones bajas confiere un tono floral y sabor afrutado pero en concentraciones

mayores puede dar un sabor amargo a la harina.®
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N l"*nmunnunr\Ho
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f|3 OH H *
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o]
bencilglucosinolato bencilamina benzaldehido bencilalcohol

Figura 1. Estructuras moleculares de bencilglucosinolato y de sus productos de degradacion

hidrolitica

11



Los principales productos bioactivos de este cultivo andino por su papel estimulatorio en el
sistema nervioso central son las alcamidas benciladas: macamidas (MAC).'” En la Figura 2,
se muestran tres ejemplos de estructuras de estos compuestos; sin embargo, no son las

Gnicas.®

Figura 2. Tres macamidas representativas®

1.3. Estudios previos de la hidrélisis de glucosinolatos y el metabolismo

postcosecha de maca

Se conoce poco sobre el metabolismo postcosecha de glucosinolatos en maca, pero se han
realizado diversos estudios en otras Brassicaceas®® que ayudan a dilucidar la secuencia de
reacciones. De este modo, se sabe que la hidrdlisis de los glucosinolatos es catalizada por
las mirosinasas que son tioglucosidasas. Esta reaccién es una defensa de las plantas frente
a herbivoria que resulta en la liberacion de sustancias toxicas: nitrilos, isotiocianatos y
tiocianatos.'®® Goosen y colaboradores reportaron en el 20012° sobre los metabolitos de BGL
en mamiferos formados como resultado de su incubacién con citocromo P450 en un sistema
microsomal reconstituido y propusieron un esquema de reacciones mostrado en la Figura 3.
El esquema muestra similitudes en el procesamiento microsomal de isotiocianatos entre
mamiferos y plantas y sugiere las vias de interconversion entre productos que se observan

en harina de maca, tales como bencilamina (BNH2), producto acumulativo primario en harina
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de maca del metabolismo de bencilisotiocianato (BITC) y productos e intermediarios menores
como benzaldehido (BCHO), bencilisocianato (BIOC) y &cido benzoico (BCOOH).?° Este
altimo es relevante ya que es un preservante en comidas y su contenido se encuentra
regulado en casi todos los paises para asegurar la idoneidad del producto.® Segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, la concentracion
adecuada de BCOOH para inhibir microorganismos es entre 300 y 2 000 mg/kg.?
Investigaciones recientes han evaluado el uso de BCOOH para regular la funcién intestinal
en animales; de este modo, promover su crecimiento y salud. Mao y colaboradores??
aseguran que el &cido podria utilizarse como producto para la salud intestinal en humanos.
Sin embargo, todavia se deben de realizar investigaciones sobre su mecanismo de accion y
efecto sobre la funcién intestinal y su microbiota para asi determinar la dosificacion apropiada

para humanos.

N N
G > G
) 0
bencilisctiocianato bencilisocianato

i HgOi

(0] Q

o -— "~ Qw
2
acido benzoico benzaldehido bencilamina

Figura 3. Reacciones propuestas para el metabolismo de BITC por GoosenZ°

Mutlib y colaboradores?® complementaron los estudios de Goosen? llevando a cabo un
estudio del metabolismo de BNH2 en roedores. El producto final mayoritario de su
metabolismo es acido hipuarico, un conjugado de glicina con acido benzoico. A partir de este
resultado, propusieron una ruta por via de BCHO; a partir de la conversion de BNH2 a BCHO,

se forma BCOOH por oxidacion mitocondrial y BOH por reduccion (Figura 4).

13



(0]
OH
@OH glicina Ej)‘\ /W
@\

\o*\/ acido benzoico acido hipurico

o) N

NH, <J/lL H

("ed

Uen; .
bencilamina benzaldehl'dow
@OH

bencilalcohol

Figura 4. Reacciones propuestas para el metabolismo de BNH2 por Mutlib?3

Una alternativa para la generacion de acido benzoico y bencilalcohol de manera simultanea
es la Reaccion de Cannizaro?* que ocurre espontaneamente en medio basico. El BCHO se
encuentra en equilibrio con su forma hidratada, fenilmetanodiol, ambas moléculas reaccionan

mientras que BCHO se reduce a BOH, fenilmetanodiol se oxida a BCOOH (Figura 5).

i H
O - »
A 0 0 0
H -
0 & ~F — [T [ —— 7 °
a&’ s P e o
| H
e

Figura 5. Reacciones de Cannizzaro entre BCHO y su especie hidratada®

En sistemas biologicos, se ha propuesto un fenbmeno similar catalizado por aldehido
deshidrogenasas (ADH) en las que se produce una reaccién de desproporciéon de aldehidos
como mecanismo de desintoxicacion para obtener moléculas menos reactivas como
alcoholes y acidos carboxilicos (Figura 6).2° En estos casos la proporcion alcohol/acido
carboxilico no siempre es equimolar, debido a que la reduccion es ligeramente mas

favorecida.
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0
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©AH \ gOH

O NAD(P)H NAD(P)*

medla reaccion de oxidacion

Figura 6. Reaccion de tipo Cannizaro catalizada por enzimas tipo aldehido deshidrogenasa?®

Como se menciond anteriormente, el producto primario del metabolismo de BITC en maca es
la bencilamina, que se acumula en concentraciones molares entre uno y dos 6rdenes de
magnitud mayores que la del resto de productos. Esparza y colaboradores® reportaron en el
2015 la correlacion entre la acumulacion de bencilamina, 4cidos grasos libres y macamidas y
gue solo se podia observar macamidas en harina de maca seca pero no en maca fresca o

maca liofilizada (Tabla 1).

Tabla 1. Contenido de macamidas y otros metabolitos?

Maca fresca liofilizada Maca secada tradicionalmente
Metabolito
(ug/g de peso seco) (ug/g de peso seco)
MAC 12+ 2 629 + 97
BNH2 470+ 70 3200 * 400
FFA 47 +3 600 + 112

En el mismo reporte, se cuantifico6 BGL, BNH2, FFA, BITC y MAC durante el proceso de
secado por HPLC. En la Figura 7, se muestran los perfiles cinéticos de los metabolitos durante
las nueve semanas de secado en campo. En el primer panel, se muestra el perfil de humedad
residual de la muestra de maca que evidencia la lenta pérdida de agua en el tejido. En los
demds gréficos, se observa la tendencia decreciente de BGL que evidencia ser consumido
durante el proceso de secado; que existe una relacion entre BNH2 y BITC ya que sus perfiles

15



son inversos, es decir, el BITC podria ser un precursor de BNH2; por dltimo, que FFA'y MAC

tienen tendencias similares.
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Figura 7. Perfil cinético de metabolitos®

Basandose en estos resultados, se propuso una ruta para la sintesis de macamidas (Figura
8) a partir de la hidrdlisis de glucosinolatos catalizada por mirosinasas.® Esta propuesta,

identifica a BNH2 y FFA como los responsables de la formacion de las MAC.
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Figura 8. Ruta biosintética propuesta para macamidas3

Sin embargo, aln las interrelaciones existentes entre los compuestos bencilados formados a
partir de la hidrdlisis de bencilglucosinolato y su contribucién al perfil quimico y organoléptico
final de la harina de maca no esta clara. Para contribuir a clarificar este aspecto, este trabajo
propuso una serie de experimentos que podrian aportar mayor informacién sobre las
relaciones existentes entre los distintos metabolitos bencilados en base a sus perfiles
cinéticos. Por ello, el primer objetivo fue el intentar emular el secado en campo bajo
condiciones controladas en el laboratorio en periodos cortos de tiempo, pero suficientemente
largos para que se den los procesos enzimaticos. Resultados anteriores® donde se reportaron

los perfiles cinéticos del secado de 24 horas mostraron la necesidad de realizar procesos de
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secado mas lentos para tener mayor resolucion de los perfiles. ElI segundo objetivo fue
cuantificar los productos de la hidrélisis de bencilglucosinolato para conocer sus perfiles
cinéticos y sus interrelaciones. El tercer objetivo fue realizar el monitoreo dindmico de los
compuestos bencilados, productos de la hidrdlisis de BGL, para conocer las vias colaterales
a la formacion de BNH2 que resultan en la formacion de productos no deseables como BOH

y BCOOH.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Explorar el catabolismo de bencilglucosinolato que determina la formacion de bencilamina,
precursor de las macamidas bioactivas, y de otros metabolitos bencilados menores que

influyen en el perfil organoléptico y bioquimico de la harina de maca.

2.2. Objetivos especificos

e Emular el secado en campo bajo condiciones controladas, en laboratorio, en periodos
cortos de tiempo pero que permitan emular el metabolismo postcosecha de

glucosinolatos en maca.

e Cuantificar los compuestos bencilados que son presumibles productos de la hidrélisis de
bencilglucosinolato: acido benzoico, bencilalcohol, bencilisocianato, bencilisotiocianato,

bencilnitrilo y benzaldehido.

e Realizar el monitoreo dinamico de los presumibles metabolitos que participan en la

formacion de bencilamina, precursor directo de la formacion de macamidas, y de los

productos terminales del proceso de secado.
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3. Materiales

3.1. Material vegetal

Se adquirieron hipocatilos frescos de maca amarilla de 3 cm de diametro del mercado del

distrito de Magdalena del Mar (Lima, Peru).
3.2. Solventes y reactivos

Los solventes utilizados fueron de grado HPLC y MS adquiridos en JT Baker y Merck, y agua
ultra pura tipo 1. Los reactivos usados fueron de grado analitico y los gases fueron de grado

UHP 5.

JT Baker (Phillipburg, EE.UU.)

- Acido clorhidrico concentrado
- Hidréxido de sodio (98,2%)

- Sulfato de sodio anhidro (99,0%)

Linde (Callao, Pert)

- Nitrégeno
- Helio

- Nitrégeno liquido

Merck (Darmstadt, Alemania)

- Acido benzoico (99,9%)
- Acido trifluoroacético (99,8%)

- Bencilamina (99%)

Santa Cruz Biotechnology

- Hidrato de sinigrina (98%)

20



Sigma-Aldrich (Missouri, E.E.U.U.)

- 2-mercaptoetanol (99%)
- Acido estearico (99%)

- Acido linoleico (99%)

- Acido linolénico (99%)

- Acido oleico (99%)

- Acido palmitico (99%)

- Bencilalcohol (99,8%)

- Bencilisocianato (99%)
- Bencilisotiocianato (98%)
- Bencilnitrilo (99%)

- Benzaldehido (99%)

- Carbon activado

- MES (99,5%)

- MSTFA (98,5%)

- OPA (99%)

- Sulfatasa (10 000 unidades/q)

Unversidad de Copenague (Dinamarca)

- Bencilglucosinolato (98%)
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3.3. Materiales y equipos

ACD Labs

- ACD/ChemSketch (Freeware) 2018.2.5, version C60E41

Aqgilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.)

- Columna DB-5 para cromatografo de gases (30 m de longitud; 0,25 mm de didmetro interno
y 0,25 um de espesor)

- Columna VF-23ms (30 m de longitud; 0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de espesor)

- Columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um)

- Columnas de extraccion en fase sdlida Bond Elut SAX, 500 mg (3 mL)

- Insertos de vidrio de 250 pL para vial

- Software MassHunter GC/MS Acquisition, version B.07.00 SP2. 1654

- GC ChemsStation, version Rev. C.01.05 [35]

- LC ChemsStation, version Rev. C.01.07 SR2 [255]

- Viales de 2 mL con tapa rosca con fondo de teflén (PTFE)

Bios International Corporation (New Jersey, EE.UU.)

- Calibrador de flujo de aire DryCal DC-Lite

Branson ultrasonic (EE.UU.)

- Bario de ultrasonido Branson 5800

Eppendorf (Hamburgo, Alemania)

- Microcentrifuga de mesa 5417C

- Concentrador centrifugo plus 5305

Hamilton Company (Nevada, EE.UU.)

- Jeringas Gastight de 25 pL, 100 pL, 250 pL y 1 000 pL

Hanna Instruments (Rhode Island, EE.UU.)
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Termoémetro electronico modelo EITh WP

lka-Works (Carolina del Norte, EE.UU.)

Vértex de agitacion MS1
Molinillo analitico basic IKA A1l

Merck (Darmstadt, Alemania)

Columna LiChrospher 100 RP-18 (5um) LiChroCART 125-4
Columnas de extraccion en fase sélida LiChrolut RP-18, 500 mg (3 mL)

National Institute of Standards and Technology

Base de datos de espectros de masas NIST 2011, version 2.0 g.

OHAUS (EE.UU.)

Balanza analitica AX224

Pace Scientific (Carolina de Norte, EE.UU.)

Registrador de data XR5-SE
Sensor de temperatura y humedad TRH-100
Software LogXR, version 1.01.77.

Precision Scientific Inc. (lllinois, EE.UU.)

Incubadora de laboratorio

Systat Software GmbH (Erkath, Alemania)

Sigmaplot, version 12.0

Supelco (Pennsylvania, EE.UU.)

Fibras SPME: fibras de silica fundida con una capa de 30 pm de divinil
benceno/carboxeno/polidimetilsiloxano

Taylor-Wharton Cryogenics (Alabama, EE.UU.)

Envase criogénico, serie CX-100

VENUS AQUA (Guangdong, China)

Bomba de aire para acuario AP-308A

VWR (Pennsylvania, EE.UU.)
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Blogque termostatizado analégico

Waters-Millipore (Billerica, EE.UU.)

Estacion de procesamiento para SPE, Sep Pak Vacuum Manifold, para 12 cartuchos.

WTW (Alemania)

Incubadora TS 606/2

3.4. Instrumentos

Aagilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.)

Cromatdégrafo de gases Agilent 7890A equipado con detector de ionizacién de llama (GC-
FID)

Cromatografo de gases Agilent 7890B acoplado a un detector de masas 5977A (GC-MS)
Cromatdégrafo de liquidos de alta resolucion Agilent 1260 Infinity Il con detector UV-VIS de
arreglo de diodos (HPLC)

Cromatdégrafo de liquidos de ultra alta presion Agilent 1290 Infinity acoplado a un detector
UV-VIS de arreglo de diodos en serie con un detector de masas Agilent 6120B de

cuadrupolo simple con interfase de ionizacién quimica a presién atmosférica (APCI).
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4, Métodos

Los métodos utilizados para el analisis de los metabolitos volatiles, bencilamina,
bencilglucosinolato, acidos grasos y macamidas son los métodos descritos por Esparza y
colaboradores?, pero con algunas modificaciones.

41. Andlisis de metabolitos volatiles

4.1.1. Experimento de secado de maca

Para el andlisis del secado, las macas fueron lavadas con agua, sumergidas en una solucion
de lejia al 5% en agua por 10 minutos para desinfectarlas y enjuagadas con agua hasta perder
el olor caracteristico de la lejia. Luego, se utiliz6 un rallador de cocina para obtener
fragmentos de 0,5 cm de ancho, y se colocaron 10 g de maca rallada sobre una rejilla metéalica
en una recadmara de vidrio de 600 mL con cinco puertos de acceso, tres de ellos con septos
de inyeccién, uno para el sensor de temperatura y humedad, y dos para el ingreso y salida
del flujo de aire (Figura 9). La recamara tenia un flujo de aire constante (40 mL/min)
suministrado por una bomba de acuario y previamente filtrado con un filtro de carbén activado.

Todo el sistema se mantuvo dentro de una incubadora a 35°C.
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Temperatura: 35 °C
\ 3 A S S SNS

Figura 9. Sistema para el secado por flujo. Las flechas negras indican la entrada y la salida del flujo de
aire, la flecha celeste sefiala al sensor de temperatura y humedad y las flechas rojas indican cudles

son los puertos de inyeccién de las fibras de SPME.

4.1.2. Método de andlisis de volatiles

Se utilizaron fibras de SPME que se acondicionaron por 15 minutos en el inyector del
cromatégrafo a 270 °C. Estas se colocaron en cada entrada y fueron expuestas por 15
minutos en el aire de la recAmara, inmediatamente se inyectan al puerto del GC-MS y se

exponen por 8 minutos.

El método de separacion para el analisis de compuestos volatiles que se uso fue el descrito
por Esparza y colaboradores,® con algunas modificaciones. En la Tabla 2, se muestran las

condiciones del método de separacion.
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Tabla 2. Programa GC cromatografico para analisis de volatiles

Temperatura del inyector 250 °C

Modo de divisién de flujo Splitless

Flujo del gas portador
1,0 mL/min
(helio)

Columna VF-23ms

- Isotérmico a 45 °C por 4 minutos

- Gradiente de 15 °C/min hasta 190 °C
Temperatura del horno
- Gradiente de 30 °C/min hasta 240 °C

- Isotérmico a 240 °C por 2 minutos.

La identificacion de compuestos se realiza mediante el uso de estandares puros y la biblioteca

de espectros de masas NIST 2011.

4.2. Analisis de metabolitos por extraccion

4.2.1. Experimento de secado de maca

La temperatura del horno de laboratorio se mantuvo a 35 °C, pero, en esta ocasion, se
colocaron 16 rejillas cuadradas metdlicas (10 cm x 10 cm x 1 cm) con 40 g de macas ralladas
(640 g) en una recamara de 80 L generada aislando la mitad del volumen de la incubadora
con una plancha de policarbonato y sellando las salidas de aire. Para poder lograr el secado
entre las 48 y 72 horas, se generé humedad dentro de la recamara colocando una esponja
humedecida con 1 L de agua destilada e ingresando un aire himedo de 1,2 L/min. Este aire
hamedo es generado por una bomba de aire que sopla a través de una trampa de carbon

activado y por una recamara de 500 mL con 200 mL de agua destilada a 19 °C (temperatura
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del laboratorio) y, de este modo, arrastra vapor de agua. Para el seguimiento de la cinética,
se retiraron una o dos rejillas a las 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas del inicio del secado.

Las muestras se homogenizaron, pesaron y congelaron en nitrégeno liquido.

4.2.2. Pruebade humedad residual

Se peso 1 g de muestra de maca de una rejilla en una placa Petri y se dejé a 110 °C por una
hora. Luego, se retira la placa del horno, se deja enfriar por 15 minutos y se vuelve a pesar.
Este proceso se realiza por triplicado. Utilizando la relacién del peso de la maca secada a 110
°C y el peso de la muestra, se calcula la humedad residual que permite conocer los pesos

secos de cada muestra.

4.2.3. Extraccion metanolica

Para la extraccidbn metandlica, se utilizd6 1 g de peso seco de maca para cada punto. La
muestra se coloc6 en un tubo cénico Falcon de 15 mL y se afiadieron 10 mL de 70% metanol
(30% v/v de agua) a 70 °C, rapidamente se colocé en un bafio Maria a 70 °C por 10 minutos.
Luego, se coloc6 en un bafio de ultrasonido de 40 Hz a 50 °C por 30 minutos. Transcurrido
este tiempo, el sobrenadante se filtr6 al vacio con un filtro GF/A vy el filtrado se recibié en un
tubo coénico Corning de 50 mL. Se realiz6 una segunda extraccién por 10 minutos en el bafio
de ultrasonido que se recibié en el mismo tubo, se burbuje6 con nitrégeno liquido y se guardd

a -20°C hasta analizarlo.

4.2.3.1. Analisis de bencilamina en HPLC

Se preparo6 el reactivo de OPA con 27 mg de OPA en 0,5 mL de etanol; 5 mL de buffer borato
de sodio y 25 pL de 2-mercaptoetanol. Luego en un microtubo de centrifuga de 1,5 mL; se
colocaron 180 pL de extracto; 20 pL de tiramina 0,73 mM; 25 uL de buffer de borato de sodio
0,4 M (pH 9.5) y 25 uL de reactivo de OPA. Se agitd en vortex por 1 minuto, se centrifug6 por
2 minutos a 10 000 x g, se trasvasaron 180 L de la mezcla y se inyectaron 10 pL para el
andlisis por HPLC (Tabla 3). Se utilizé una columna Merck LiChrospher 100 RP-18, 125 mm
x4 mmid. (5pum).
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Tabla 3. Programa HPLC cromatografico para analisis de BNH2

Temperatura 30°C
Flujo 1 mL/min

Volumen de inyeccién 10 pL
Longitud de onda de deteccion 340 nm

Gradientes de solventes

A: metanol

B: acetato de sodio (20 mM, pH 6,0)

- Desde 40% A hasta 100% A en 9 minutos

- Isocratico a 100% A por 4 minutos

% A: proporcion del solvente A con respecto al flujo total

4.2.3.2. Andlisis de bencilglucosinolatos en HPLC

En una columna de extraccion en fase sélida Agilent Bond Elut-SAX (500 mg), se cargd 1 mL

de extracto metandlico de maca y 1 mL de sinigrina 0,03 mM (estandar interno) que se lavo

con 70% MeOH; se acondicion6 con 1 mL de buffer de 0,02 M MES (pH 5,2); se afiadieron

300 pL de sulfatasa (150 unidades) y se incub6 por 16 horas. Al dia siguiente, se eluyo los

desulfoglucosinolatos con 800 uL de 70% MeOH y 800 uL de agua. Se utilizé el mismo equipo

de HPLC que para el analisis de bencilaminay se utilizé una columna Merck LiChrospher 100

RP-18, 250 mm x 4 mm i.d. (5 um). El método utilizado se presenta en la Tabla 4.
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Tabla 4. Programa HPLC cromatografico para analisis de BGL

Temperatura del horno 30°C
Flujo 1 mL/min

Volumen de inyeccién 20 pL
Deteccion 230 nm

- Desde 2% A hasta 20% A en 15 minutos

Gradiente de solventes - Desde 20% A hasta 80% A en 3 minutos
A: acetonitrilo - Isocratico a 80% A por 2 minutos
B: agua - Desde 80% A hasta 2% A en 2 minutos

- Isocratico a 2% A por 5 minutos

% A: proporcion del solvente A con respecto al flujo total

4.2.3.3. Andlisis de macamidas y acidos grasos libres en UHPLC-APCI-

MS

Se diluyeron 5 mL del extracto metandlico con 5 mL de agua. Los 10 mL se cargaron en una
columna de extraccion en fase sélida de fase reversa (Merck Lichrolut RP-18, 500 mg). La
columna se lavé con 5 mL de 50% metanol y se eluyd con 2 mL metanol. Se analizd por
UHPLC-APCI-MS y una columna Zorbax Eclipse XDB-C18. El método utilizado fue
desarrollado en el laboratorio para detectar los &cidos grasos (acido palmitico, &cido
estearico, acido oleico, acido linoleico y acido linolénico) y sus respectivas macamidas. El

programa cromatogréfico se detalla en las Tabla 5 - Tabla 8.
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Tabla 5. Programa de solventes para analisis de MAC y FFA en UHPLC

Tiempo H.O ACN MeOH

(min) %(v/IVv) % %
0 33 65 2

2,4 33 65 2
3,6 14 85 1
15,6 0 100 0
21 0 100 0

24 33 65 2

27 33 65 2

Tabla 6. Condiciones para analisis de MAC y FFA en UHPLC-APCI-MS

Temperatura 40 °C
Flujo 1 mL/min
Volumen de inyeccion 10 pL

Nebulizacién e ionizaciéon

Temperatura del gas: 250 °C

Temperatura de vaporizacién: 400 °C

Flujo del gas de secado: 9,0 L/min

Presion de nebulizacion: 25 psig

Voltaje de capilar (positivo y negativo): 4 000 V

Corona (positivo y negativo): 4,0 pA

Monitoreo de iones (SIM)

50% del tiempo en polaridad positiva y 50%, en

polaridad negativa
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Tabla 7. lones registrados en la sefial de SIM de polaridad positiva en APCI-MS en los distintos

periodos durante la separacion. . El potencial de ionizacion utilizado fue 200 V y la ganancia, 1 EMV.

Tiempo (min) Grupo SIM (m/z)
0 1 382,384y 386
8 2 368
9.7 3 370
11.7 4 346y 372
15 5 374

Tabla 8. lones registrados en la sefial de SIM de polaridad negativa en APCI-MS en los distintos

periodos durante la separacion. El potencial de ionizacion utilizado fue 200 V y la ganancia, 1 EMV.

Tiempo (min) Grupo SIM (m/z)
0 1 291, 293y 295
7 2 277
9 3 279
10.5 4 255y 281
13 5 283

4.2.4. Extraccion cloroférmica para el analisis de los metabolitos volatiles

Se utilizé 1 g de peso seco de maca para la extraccion cloroférmica. En un tubo de vidrio de
50 mL, se colocaron 20 mL de diclorometano y se afiadi6 toda la muestra. Luego, se agito en
un vortex por 30 segundos y se dejo en un bafio de ultrasonido por 1 hora a 30 °C. Después
se paso el extracto por una “columna” de sulfato de sodio con un filtro GF/A en un embudo y

se colectd en un tubo de vidrio de 50 mL. El extracto se guard6 a -20 °C hasta analizarlo.

42.41. Andlisis de bencilisotiocianato en GC-MS
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El volumen de inyeccion utilizado para este andlisis fue 1 pL del extracto de muestra. Se
analiz6 por GC-MS equipado por una columna VF-23ms (Agilent). En la Tabla 9, se muestran

las condiciones del equipo durante la corrida.

Tabla 9. Programa GC cromatografico para el analisis de BITC

Temperatura del inyector 250 °C
Divisién de flujo Split 20:1
Flujo de gas (He) 1,0 mL/min

Columna VF-23ms

- Isotérmico a 45 °C por 4 minutos

- Gradiente de 15 °C/min hasta 190 °C
Temperatura del horno
- Gradiente de 30 °C/min hasta 240 °C

- Isotérmico a 240 °C por 2 minutos

42.42. Analisis de los metabolitos volatiles restantes en GC-MS

Para este analisis, se necesitd inyectar un gran volumen de muestra en el inyector multimodo
(MMI) ya que los analitos se encontraron en baja concentracion y son dificiles de concentrar
por evaporacion ya que son volétiles. Se utilizé el modo de “eliminacion simple de solvente”
gue consistié en mantener el inyector a -5 °C utilizando nitrégeno liquido durante la aplicacion
de los 25 pL de muestra. El flujo de helio que paso a través del liner removié una cantidad de
solvente (por evaporacién) similar a la cantidad de liquido entrante que se deposité en la
inyeccion?®; de este modo, se concentré la muestra antes de entrar a la columna del GC. Las

condiciones del método se presentan en la Tabla 10.
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Tabla 10. Programa GC cromatografico para el analisis de compuestos bencilados

Secuencia del inyector de - Isotérmico a -5 °C por 3,27 minutos
temperatura programada - Gradiente de 600 °C/min hasta 250 °C
(MMI) - Isotérmico a 250 °C por 2 minutos
Divisién de flujo Eliminacién selectiva de solvente
Flujo de gas (He) 1,0 mL/min
Columna VF-23ms

- Isotérmico a 45 °C por 4 minutos

- Gradiente de 15 °C/min hasta 190 °C
Temperatura del horno
- Gradiente de 30 °C/min hasta 240 °C

- Isotérmico a 240 °C por 2 minutos

4.2.5. Extraccion cloroférmica para el analisis de acido benzoico

Para esta extraccion, se utilizaron 0,5 g de peso seco de maca que se colocaron dentro de
un tubo de vidrio con 10 mL de diclorometano acidificado (0,1% HCl). Luego, se agito en
un Vortex por 30 segundos y se colocd en un bafio de ultrasonido a 30 °C por 1 hora.
Inmediatamente, se paso por la columna de sulfato de sodio y se recibi6 en un vial de 12 mL.

El extracto se guardd a -20 °C hasta analizarlo.
4.25.1. Concentracién de muestray derivatizacion de acido benzoico

Para la derivatizacion, se siguio el método descrito en el manual de derivatizaciones para

cromatografia?’, pero con algunas modificaciones.

Se concentraron 2 mL de extracto utilizando un evaporador centrifugo en modo “vacio
alcoholico” y a 30 °C por 20 minutos. Se tapo el vial de 2 mL, se agité en un Vortex por 1

minuto y lo concentrado se trasvasoé a un inserto de 250 pL. De nuevo, se usé el concentrador
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en las mismas condiciones y esta vez, si se evaporo a sequedad. Con una jeringa de 100 pL,
se lavo las paredes del inserto con 8 gotas de diclorometano. Se volvio a evaporar a
sequedad, pero esta vez a 45 °C por 15 min y sin generar vacio. Se afiadieron 20 uL de
MSTFA dentro del inserto, se tapd y dej6 en un bloque termostatizado a 60 °C por 30 minutos.

Luego, se dejé enfriar por 10 minutos y se agregaron 80 uL de diclorometano.

4.25.2. Andlisis de acido benzoico

4252.1. Método en GC-MS

Se inyecto6 1 uL de la muestra derivatizada en el GC-MS equipado con una columna VF-23ms.

En la Tabla 11, se muestran las condiciones del método de separacion.

Tabla 11. Programa GC-MS cromatografico para analisis de BCOOH

Temperatura del inyector 250 °C
Division de flujo Split 10:1
Flujo de gas (He) 1,0 mL/min

- Isotérmico a 50 °C por 1 minuto

- Gradiente de 25 °C/min hasta 175 °C
Temperatura del horno
- Gradiente de 4 °C/min hasta 230 °C

- Isotérmico a 230 °C por 5 minutos

4.25.2.2. Método en GC-FID

Se inyectd 1 pL de la muestra derivatizada en el GC-FID equipado con una columna DB-5.

En la Tabla 12, se muestran las condiciones durante la corrida.
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Tabla 12. Programa GC-FID cromatografico para analisis de BCOOH

Temperatura del inyector 250 °C
Divisién de flujo Split 10:1
Flujo de gas (He) 1,0 mL/min

Temperatura del horno

Isotérmico a 50 °C por 4 minutos

Gradiente de 25 °C/min hasta 180 °C
Gradiente de 10 °C/min hasta 250 °C
Gradiente de 30 °C/min hasta 280 °C

Isotérmico a 280 °C por 5 minutos
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5. Resultados y discusion

5.1. Analisis de metabolitos volatiles

5.1.1. Condiciones de los experimentos de secado

En el laboratorio, se realizaron pruebas previas que compararon los secados de rodajas y de
ralladuras, y el resultado de las cinéticas demostré que el secado de maca rallada produce
mayor cantidad de macamidas. Otra prueba que se realizé fue secar a diferentes
temperaturas: 25, 30 y 40 °C.?® A partir de los resultados, se sugirié que 35 °C seria una
temperatura Optima para el secado y la actividad enzimética ya que la actividad de la
mirosinasa es estable hasta los 40 °C.? Por estas razones, se mantuvo la temperatura a 35
°C y el rallado de maca. El objetivo de estos experimentos es lograr el monitoreo de los
volatiles en lapsos cortos de manera que nos ofrezcan una captura instantanea de estos.
Para ello, se us6 una recamara de vidrio de 600 mL, se cred una bandeja de malla metalica
gue pueda contener 10 g de ralladura de maca y se probaron diferentes flujos de aire para
lograr un secado en horno de laboratorio en periodos cortos, pero suficientemente largos para
gue se den los procesos enzimaticos. Anteriormente, Esparza y colaboradores® reportaron
perfiles cinéticos de secados de 24 horas de baja resolucion. Por esta razon, inicialmente se
quiso realizar secados que demoren mas de 24 horas para obtener mejor resolucion de los
perfiles cinéticos ya que los procesos metabdlicos de la postcosecha serian més lentos. El
primer experimento de secado de maca se dej6 dentro del sistema de secado por 48 horas;
sin embargo, se decidié seguir el secado por 24 horas més ya que la muestra no se veia
seca. A partir de esta observacion, el periodo de secado de los experimentos fue 72 horas.
Primero se probd el secado con un flujo de 20 mL/miny, a las 24 horas, se observoé presencia
de hongos. Se esperd cumplir con el periodo de 72 horas para pesar la muestra, meterla en
el horno a 110 °C por una hora y pesarla nuevamente para obtener la humedad residual.

Debido a la apariciébn de hongos, se empez6 a desinfectar las macas antes de rallarla; sin
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embargo, esto solo disminuyé la cantidad de hongos. Entonces, se aumentd el flujo a 30
mL/miny, en este caso, se observo presencia de hongos a las 48 horas de secado. Se volvio
a aumentar el flujo a 40 mL/min y se logré eliminar la aparicién de hongos ya que se evito6 la
condensacion de agua en las paredes de la recAmara. En la Tabla 13, se muestran los valores
de la humedad residual de las muestras después de las 72 horas de secado en horno. Para
los siguientes experimentos en donde se realizé el monitoreo continuo de metabolitos, la
velocidad de flujo que se utiliz6 fue 40 mL/min para tener un recambio de aire total al interior
de la recdmara en un tiempo de 15 minutos, lo gue nos permitia tener una resolucién de ese
tiempo en el muestreo de volatiles. Ademas, para asegurar que dentro de la recAmara no
haya condensacién del vapor de agua y evitar la aparicion de hongos que pudieran interferir

en el metabolismo estudiado.

Tabla 13. Humedad residual de muestras de maca después de 72 horas de secado en horno. La
humedad residual se calcul6 a partir de la diferencia entre la muestra después de 72 horas de secarlas
a 35 °C y esa misma muestra secada a 110 °C. La aparicién de hongos se eliminé al aumentar el flujo

de aire ya que se evit6 que el vapor de agua condense dentro de la recamara.

Flujo de aire (mL/min) 20 30 40

Humedad residual (%) | 36.79 | 30.09 | 24.93

Apariciéon de hongos Si Si No

5.1.2. Caracterizacion de compuestos

Para la caracterizacion de compuestos en el método de separacion, se colocé 1 pL de cada
estandar (benzaldehido, bencilalcohol, bencilnitrilo y bencilisotiocianato) en un papel filtro
dentro de la recamara; después de una hora, se expusieron las fibras. Se identificaron los

cuatro compuestos por el espectro de masas y usando la base de datos NIST 2011.
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Luego, se hizo una prueba de la captura de volatiles durante el secado de maca en recadmara.
El sistema de cromatografico mostré6 que los compuestos separan bien y que no hubo
superposicion de otros compuestos volatiles presentes en el secado de maca dentro de la

recamara (Figura 10).

BITC

256407
BCHO
2407

1.5e+07

1e+07|

BOH
000000, BIOC BCN

Figura 10. Perfil cromatografico caracteristico de GC de volatiles emitidos durante el secado de maca

5.1.3. Muestreo por HS-SPME

Se realizaron tres secados de maca bajo las mismas condiciones y las mediciones se
realizaron por triplicado. En las 12 primeras horas de secado, el intervalo entre cada muestreo
del espacio de cabeza por SPME es de una hora, este es el menor lapso entre muestreo que
se pudo obtener ya que cada corrida en el GC durd 20 minutos y se realizaron tres mediciones
por punto de la cinética. En las siguientes horas hasta la hora 72, el intervalo fue de cada dos
horas. De este modo, se obtuvieron los perfiles de los metabolitos durante el secado de maca
en horno (Figura 11); para poder promediar los secados, se calcul6 el porcentaje de area
tomando al maximo valor de cada metabolito como 100%. En la Tabla 14, se presenta el
promedio obtenido del maximo valor de cada metabolito en cada cinética; de este modo, se
nota que BITC es el compuesto de mayor emisién ya que es uno o dos 6rdenes de magnitud
mayor a los demas volatiles.

La primera medicion se realiza después de cinco minutos de iniciar el rallado de maca ya que
es el tiempo transcurrido entre rallar, pesar y exponer las fibras. En esta medicion, se observa

gran cantidad de BCN, BIOC y BITC, que disminuyen durante las primeras ocho horas. BCHO
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aumenta durante las primeras seis horas y BOH aumenta durante las primeras 14 horas. Para

poder interpretar los perfiles, también se debe de tener los perfiles de los deméas metabolitos

gue se obtienen a partir de tres diferentes extracciones. Sin embargo, el seguimiento de los

volatiles por el método de la seccién 4.1.2 es cada una o dos horas, lo que nos brinda mas

informacion que las extracciones que se realiza el seguimiento cada 12 horas.

Tabla 14. Valores maximos obtenidos a partir del perfil cinético de cada compuesto. Se presenta el

promedio del maximo valor de area (corriente total de iones) de cada compuesto y su respectivo error

estandar (n=9).

Compuesto Maximo valor de area (x 107)
BCHO 34,89 + 12,17
BIOC 3,75+ 1,09
BOH 28,17 + 13,60
BCN 2,88 £ 0,65
BITC 238,42 + 28,97
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Figura 11. Perfil cinético de metabolitos volatiles emitidos durante el secado de maca a 35 °C. Cada

punto de las curvas de metabolitos es un promedio del area del TIC (GC-MS) con su error estandar

respectivo (n=9). En el caso de la humedad relativa, cada punto de la curva es un promedio de la

humedad dentro de la recamara registrada por el sensor con su error estandar respectivo (n=3).
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5.2.  Andlisis de metabolitos por extraccién

Se tuvo que caracterizar nuevamente los volatiles ya que la extraccion no solo extrae los
compuestos volatiles sino otros compuestos que pueden interferir en la cuantificacion.
Ademas, se tuvo que caracterizar el &cido benzoico porque se analiz6 mediante un método

nuevo.

Después de identificar los compuestos, se decidid eliminar la criomolienda para evitar que la
muestra se descongele y humedezca durante el pesado de muestra de cada extraccion. Para
evitar los problemas mencionados, se pesaron las muestras en pequefios sobres de aluminio
para los distintos métodos a ser aplicados y se guardaban en nitrégeno liquido hasta el dia

de la extraccion.

5.2.1. Caracterizacién de compuestos bencilados

Se utilizé la inyeccion de volimenes grandes de extracto (25-50 ulL) utilizando un inyector de
trampa programada de temperatura (PTV o MMI) para eliminacién selectiva de solvente ya
gue voliumenes de 1 pL no permitian la deteccién de los analitos. Previo a ello, se intentd
concentrar la muestra utilizando dimetilsulféxido para retener los volatiles en él, pero el tiempo
de retencion de este coincidia con la region de los analitos. Luego, se intenté reemplazar al
dimetilsulféxido por butanol, pero el problema de evaporar la mezcla de butanol y extracto
cloroférmico con flujo de nitrégeno fue que la pérdida de butanol por evaporacién no permitia
cuantificar los metabolitos. Por ello, se optd por inyectar 25 pL y 50 uL en un MMI en modo
“Eliminacion de solvente”. Durante la inyeccion de la muestra, se mantuvo el inyector a -5°C
por 3,27 minutos utilizando nitrégeno liquido para concentrar la muestra en el liner, después
rapidamente se aumento la temperatura hasta 250 °C y se mantuvo por dos minutos para
asegurar la desorcién de los compuestos (Tabla 10). Finalmente, el volumen de inyeccién del

analisis de compuestos bencilados fue 25 pL ya que se pudo observar los picos
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correspondientes de cada compuesto y la inyeccion de 50 pL se detectaban demasiados

picos por concentracion de impurezas.

Para eliminar las interferencias, se realizo6 la extraccién de los tres iones mayoritarios de cada
compuesto reportado por NIST. En la Tabla 15, se presentan los iones que se utilizaron para

la cuantificacion de los cinco metabolitos bencilados.

Tabla 15. lones seleccionados para la cuantificacion

Tiempo de
Compuesto lones seleccionados (m/z)
retencion (min)
BCHO 10.52 77 106 105
BIOC 11.78 133 91 105
BOH 12.48 79 108 107
BCN 13.60 117 90 116
BITC 14.33 91 149 65

5.2.2. Caracterizacion de acido benzoico

En un extracto cloroférmico de maca derivatizado con MSTFA, se identificé el producto del
acido benzoico por la coincidencia del espectro de masas obtenido en el minuto 5,9 del
programa cromatografico (Tabla 11) con su espectro. Entonces, se derivatizd acido benzoico
y se comprobd que si era. Sin embargo, se cambi6é de método cromatografico ya que el pico
del compuesto tenia cola. Por esta razon, se prob6 otra columna y se adapté el método del
GC-MS al GC-FID que estaba equipado con una columna DB-5. En la Figura 12, se muestran
los cromatogramas superpuestos que aseguran una buena separacion del 4cido benzoico

con los demas compuestos.
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Figura 12. Superposicion de cromatogramas de GC-FID de BCOOH. Se muestra que el tiempo de
retencion de la derivatizacién por MSTFA de BCOOH es 6,46 minutos y que no hay interferencia de

otros compuestos presentes en la extraccion cloroférmica de maca.

Ademés de este ultimo cambio, se realizd la extraccion con diclorometano acidificado para
asegurarnos que el acido benzoico esté protonado y se encuentre en la extraccion. Para
asegurar que es necesario acidificar el solvente, se realizaron las dos extracciones utilizando
dos muestras de la misma maca y los resultados obtenidos fueron 0.02 + 0.001 umol/g de
peso seco para la extraccion sin acidificacion y 0.07 + 0.032 umol/g de peso seco para la otra
extraccion. Con este resultado, podemos afirmar que es necesaria la acidificacion del

diclorometano.

5.2.3. Condiciones de los experimentos de secado

Se realizaron tres experimentos de secado de 72 horas emulando el secado en campo. A
partir de los tres experimentos, se obtuvo el perfil de humedad residual (Figura 13)
promediando los nueve valores de humedad residual de cada muestra secada a 110 °C y
calculando el error estandar. En medio del secado, entre las 24 y 48 horas, la pérdida de
humedad es ligeramente mas rapida que lo que se observa en el secado en campo entre los
18 y 36 dias (Figura 7). Sin embargo, los secados en el laboratorio se asemejan al perfil de

la pérdida de agua en el tejido.
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Figura 13. Perfil de humedad residual. Cada punto de la cinética es un promedio del célculo de

humedad residual con su respectivo error estandar (n=9).

5.2.4. Muestreo de maca para las extracciones

En cada experimento, se retir6 muestra para cada extraccion por duplicado; es decir, se
pesaron dos muestras de 0,5 g de peso seco para el analisis de BCOOH y cuatro muestras

de 1 g de peso seco: dos para la extraccion metandlica y dos para la extraccion cloroférmica.

El muestreo se realizé con un periodo de 12 horas, salvo durante las primeras horas, en las
gue se incluyé una toma de muestra a las tres horas y otra a las seis horas con el fin de tener
una mejor resolucién en esta etapa del secado. Esto debido a que se observé que algunos

compuestos presentaban perfiles cinéticos con variaciones muy rapidas (ver Figura 11).

Se realiz6 el andlisis y la cuantificacion de cada analito en pmol utilizando curvas de
calibracion. Para normalizar los valores sin el contenido de agua en el tejido, se dividio la
cantidad de moles por el peso seco. A partir de los tres secados, se promediaron los valores

de cada punto de la cinética y los valores maximos promedio de cada compuesto se

presentan en la Tabla 16.
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Tabla 16. Valores maximos de acumulacién obtenidos a partir de la curva graficada para cada

compuesto, después de promediar los valores en ymol/g de peso seco (n= 6), en cada tiempo, en las

tres cinéticas realizadas.

Acumulacion méaxima
(umol/g de peso seco)
BGL 21,18 £ 2,05
BITC 11,92 £ 3,71
BNH2 19,51+ 3,14
BIOC 0,018 + 0.004
BCN 0,033 + 0,004
BCHO 0,062 + 0,004
BOH 0,158 + 0,014
BCOOH 0,299 + 0,076
FFA 1,829 £ 0,282
MAC 0,147 = 0,023

Se observé que los valores iniciales de BGL de cada lote de maca eran distintos. Por esta

razén, se transformaron los valores cuantificados en porcentaje de abundancia molar para

poder comparar las tres cinéticas y ver los perfiles claramente. Para esta conversion, se usé

al mayor valor de las seis muestras (dos por cada experimento) como el 100% y, con este,

se calcularon los demas porcentajes de abundancia molar. Luego, se graficaron en funcion

del tiempo de secado para obtener los perfiles cinéticos. Se utilizé la funcidon “Regression

Wizard” de SigmaPlot para graficar la curva que mejor se ajusta a los puntos de la grafica en

cada caso (Figura 14) y se calcularon los coeficientes de Pearson entre cada una de ellas

(Tabla 17).
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Figura 14. Perfil cinético de metabolitos durante el secado de maca. Cada punto de las curvas es un

promedio de los resultados obtenidos con su respectivo error estandar (n=6)

Tabla 17. Coeficientes de correlacion de Pearson de los metabolitos. Se calcularon los coeficientes de

correlacion de Pearson entre todos los metabolitos; sin embargo, solo se presentan los que tiene

valores de P < 0,050 (n = 6).

BGL MAC BCN BITC |BCOOH
BNH2 | -0,899 -0,978
BGL 0,932
FFA 0,952
BIOC 0,837
BOH 0,836

A partir de la informacion extraida de los perfiles de volatiles obtenidas por SPME, se puede

entender que el rallado provoca una primera liberacion de compuestos volatiles, en especial
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BITC, producto de la ruptura celular debido al dafio mecénico producido. Por otro lado, las
extracciones del material nos muestran los productos residuales y reacciones mas lentas que
se producen no solo debido al dafio inicial, sino también las generadas por el secado

subsiguiente.

Por estudios previos, se conocen los productos de la hidrélisis de glucosinolatos. Halkier y
Gershenzon reportan que el glucosinolato se degrada en glucosa y una aglicona inestable
por accién catalitica de la mirosinasa y que se pueden formar isotiocianatos, nitrilos y
tiocianatos dependiendo de la cadena lateral y los cofactores presentes. Sin embargo, se
conoce que los productos mas comunes en varias especies son los isotiocianatos.*® Gimsing
y colaboradores realizaron un estudio de la hidrdlisis de BGL en suelos, y observaron que los
productos de la hidrélisis dependen del entorno. Ellos encontraron que la formacion de BCN
se favorece en condiciones &cidas (pH bajo) y en presencia de Fe?*; y que este no se favorece
en condiciones neutras, pero si a la formacién de BITC.® Por otro lado, en un estudio de
secado la maca, Esparzay colaboradores® reportaron sobre productos volatiles de la hidrélisis
de BGL y observaron que BITC se encuentra en varios 6rdenes mayores de magnitud que
otros productos hidroliticos primarios y se puede especular a partir de esto que el producto
mayoritario de esta reaccién es el BITC. Esto concuerda con lo que se reporta en este trabajo,
ya que sus valores maximos (emitido y residual), mostrados en las Tabla 14 y Tabla 16, son

al menos dos 6rdenes de magnitud mayor que BIOC y BCN.

La reaccion de formacion de BITC debido al rallado es muy rapida y no se pudo registrar de
manera adecuada ya que el tiempo de captura de BITC por SPME tiene resolucion de una
hora que no permite ver claramente este primer paso, no se pudo acortar el tiempo ya que
cada analisis en el GC demoré aproximadamente 20 minutos y cada punto de la cinética se
realizo por triplicado. Alrededor de las 24 horas de secado, se nota un pulso en su perfil de
emision que corresponde al dafio generado por el lento secado en horno (Figura 11); sin
embargo, este pulso no se nota en el perfil residual debido a que la resoluciéon de muestreo

en SPME es mayor que la de extraccion y en lapsos de doce horas no es posible ver las
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diferencias minimas que se notan en lapsos de dos horas. En el caso de BIOC y BCN, la
mayoria de lo formado se emite al espacio de cabezay poco de estos compuestos se acumula
en el material que va secando. Al comparar los valores de los tres metabolitos mencionados
anteriormente y de BNH2, es evidente que el precursor de BNH2 es BITC ya que se
encuentran en el mismo orden de magnitud y sus perfiles son inversos (coeficiente de
Pearson: -0,978). Es posible que BIOC sea un intermediario poco estable entre BITC y BNH2;
sin embargo, es mas probable que siga una ruta paralela, pero muy poco favorecida que

intercambie el azufre por oxigeno del BITC.

Otro producto de oxidacion de BITC es el BCHO.?° Se puede observar en el perfil de BCHO,
tanto emitido como residual, un pico alrededor de las seis primeras horas de secado. Esto
implica que la formacién de BCHO se da durante estas seis primeras horas, con un maximo
alas tres horas, y su descenso puede estar reaccionando a la formacién de otros compuestos.
Observando los perfiles de BOH y BCOOH que son similares (coeficiente de Pearson: 0,836)
y que siguen una cinética paralela; de manera que, ambos se producirian a partir del BCHO
bajo reacciones simultaneas y complementarias. Una reduce directamente al BCHO en BOH,;
mientras que, para que se forme BCOOH, es necesario que BCHO entre en equilibrio con su
forma hidratada, fenilmetanodiol, que sera quien permita la formacién de la especie oxidada.
De esta forma, se pueden producir estas dos reacciones simultaneamente y que ademas
comparten cofactores. Este modelo de reaccion tipo Cannizzaro biocatalizada ha sido
propuesta para reacciones mediadas por benzaldehido deshidrogenasas (Figura 6).%
Ademas, se propuso que la disminucion de produccion de BCOOH en la segunda mitad del
secado es por la poca presencia de agua en el medio; de este modo, disminuye la formacion
del fenilmetanodiol, ya que disminuye el transporte de hidroxilos que puedan reaccionar con
BCHO. Widhalm y Dudareva reportan las reacciones que permiten el almacenamiento de
BCOOH en la vacuola; estas incluyen la glucosilacion, metilacion, conjugacién con
aminoacidos e hidroxilacién.®® En esta tesis, se observa un incremento inicial marcado

durante el secado en la concentracion de BCOOH libre en los tejidos, seguida de su
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desaparicion a medida que avanza el proceso. Los experimentos con hidrolisis de las
muestras indican que es posible que este compuesto haya reaccionado con alcoholes para
formar ésteres o con azucares para formar derivados glicosilados. De este modo, el equilibrio
de BCHO se desplazaria hacia la formacion de fenilmetanodiol para recuperar el equilibrio y
disminuiria la formacion de BOH; esto explicaria por qué BCOOH y BOH disminuyen al mismo
tiempo, y que el maximo valor de BCOOH (0,3 umol/g de peso seco) sea mayor que el de

BOH (0,16 ymol/g de peso seco).

Sobre la base de lo discutido anteriormente, se propuso la siguiente biosintesis de BCOOH y

otros metabolitos (Figura 15).
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Figura 15. Propuesta de la biosintesis del acido benzoico y otros metabolitos bencilados en maca bajo

condiciones de secado.
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6. Conclusiones

Se logr6é secar maca bajo condiciones controladas, en horno de laboratorio, durante un
periodo de 72 horas en un proceso que emula adecuadamente el secado en campo con una
pérdida gradual de agua y de actividades enziméticas en los tejidos. De esta manera,
se obtuvo una cinética mas lenta que en trabajos anteriores y se obtuvieron mas puntos de
muestreo que permitieron una mejor definicion del perfil de intermediarios representativos de
la hidrdlisis de glucosinolatos durante el secado. Al realizar el seguimiento de los volatiles por
SPME, se observo que gran cantidad de los metabolitos involucrados en la primera fase de
la ruta metabdlica de la hidrdlisis del bencilglucosinolato, se pierden por volatilizacion al inicio
del secado y esto se debe al dafio celular inicial generado por el
rallado mecénico. Posteriormente se  observa un  segundo pulsode  productos
hidroliticos, mas lento que el primero, que se genera por el proceso de secado de los

tejidos en si.

Se cuantificd también los metabolitos volatiles y acido benzoico por extraccion directa y
cromatografia liquida. Esto permitié relacionar los metabolitos de manera estequiométrica e
identificarlos como productos terminales o especies intermedias. Debido a que se logré un
secado lento, se pudo obtener mas informacién de los perfiles cinéticos de benzaldehido y
bencilalcohol; se reporté también por primera vez el perfil del acido benzoico durante el
proceso y se propuso que su precursor es benzaldehido (Figura 15). Por otro lado, su peffil
demuestra que no es un producto terminal ya que solo muestra presencia transitoria con
posterior acumulacion de ésteres de este compuesto, los cuales son tipicos productos de

detoxificacion en plantas.
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