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Editorial

(Por qué la Quimica?

Estamos en pleno desarrollo de actividades celebrando el “Afio Internacional de la Quimica”,
declarado asi por la Asamblea General de la ONU. La eleccion de este afio 2011 se basé en dos
hechos: Se cumplen 100 afios del Premio Nobel de Quimica concedido a Marie Curie (1911),
y también hace 100 afios que se fundo la primera asociacion internacional de Quimica, que dio
origen a la actual International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), que agrupa las
Sociedades de Quimica de todo el mundo.

LaIUPAC y la UNESCO estan coordinando los actos celebratorios a nivel internacional; en el
Pertilo hace la Sociedad Quimica, conjuntamente con el Colegio de Quimicos.

“La Quimica, - nuestra vida, nuestro futuro”, lema adoptado para este afio, nos recuerda el
contenido esencial de la Quimica y su importancia para el desarrollo y bienestar de la
humanidad. La Quimica estd presente en todo: nuestros alimentos — su calidad, su
conservacion -; nuestro vestido — fibras sintéticas, colorantes,- nuestra salud — medicinas,
desinfectantes-; ...

Llevamos mas de dos siglos desde que empez6 la Revolucion Industrial. Con ella vino un gran
aumento en la produccion de bienes de consumo, y grandes cambios en el campo laboral. Se
trataba de producir mas y mas, sin medir las consecuencias que este desarrollo, falto de
control, traeria consigo. El suelo, el aire y las aguas sufren grandes contaminaciones. Con los
aflos, y agravado por el uso abusivo de combustibles fosiles, esta contaminacion pone en
grave riesgo la salud de nuestro planeta. Sélo a partir del Gltimo cuarto del siglo pasado los
lideres mundiales empezaron a preocuparse del problema, aunque con muchos altibajos, ya
establecer normas, para conseguir una industria mas limpia y desarrollar fuentes alternativas
de energia no contaminantes.

La comunidad cientifica, por su parte, en especial, la quimica, desarrolla métodos para
remediar la contaminacion. Asi lo atestiguan la cantidad de trabajos publicados en las revistas
cientificas, fruto de suinvestigacion.

Uno de los objetivos que la IUPAC y la UNESCO se han propuesto alcanzar durante este afio,
es llegar y entusiasmar a los jovenes por la quimica. Las estadisticas nos hablan de un
descenso de postulantes a las diversas especialidades de la Quimica en las universidades. Si la
quimica esta en todo en nuestra vida, ;por qué no lo perciben los jovenes colegiales? ;No sera
que estamos fallando en la metodologia de la ensefianza de este curso en el colegio? Se dira
que el profesor es un pedagogo, lo importante es que sea un profesional de la quimica. Sino lo
es, como parece que esta es la realidad en la gran mayoria de los colegios estatales, es posible
que ese profesor sepa poco de quimica.

Desde el 30 de julio al 07 de agosto del afio en curso, tendra lugar el 43° Congreso Mundial de
Quimica en San Juan de Puerto Rico, organizado por la [UPAC con el Colegio de Quimicos de
Puerto Rico. A este Congreso asistiran siete Premios Nobel de Quimica. Entre las diversas
actividades en las que participaran, esta una sesion especial con estudiantes y profesores de
colegios.
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Esenel colegio donde empiezan a formarse los quimicos del futuro. Un profesor que sabe, que
sabe enseflar y entusiasmar a sus estudiantes con el curso, encontrard seguidores de su
especialidad.

En los tltimos afios se han dado pasos muy positivos en el Ministerio de Educacion. El
estimulo econdmico para que los profesores mejoren sus conocimientos, y lo demuestren a
través de examenes, es uno de ellos. Pero eso no debe ser todo. En la Secundaria se imponen
cambios en la estructura curricular. Las ciencias naturales estan muy descuidadas. Necesitan
mas horas. El caso de la Quimica es clamoroso. Muchas universidades han eliminado las
preguntas de quimica en los examenes de ingreso, para no perder postulantes. Ademas de
abogados, socidlogos..., necesitamos cientificos. La tecnologia quimica, y otras que tanto
contribuyen a nuestro bienestar, nacen de la ciencia.

La permanencia en el colegio de los jovenes peruanos es muy corta. Debe aumentarse el
numero de horas diarias, y considerar la posibilidad de implementar un afio mas la Secundaria.
A partir de los 6 afios, el colegial peruano permanece solo 11 afios en el colegio. El minimo, en
casi todos los paises es de 12. Habra que presentar cara, de una vez, y solucionar este
problema.

Estas mejoras podrian llevar mas tiempo del deseado. Mientras tanto, habria que dar alguna
solucion jya! para mejorar la ensefianza del curso de Quimica. El Ministerio de Educacion
podria llegar a un acuerdo con las universidades estatales y particulares que cuenten con
alguna de las especialidades de quimica, para que los estudiantes del Gltimo afio ayuden a los
profesores de quimica de los colegios en la organizacion y desarrollo de los experimentos de
laboratorio y en la ensefianza de lanomenclatura, y en otros temas que un profesor de quimica
con pocos conocimientos no lo puede hacer.

La Sociedad Quimica del Pert se compromete a renovar sus esfuerzos para hacerse

escuchar por las autoridades responsables del Ministerio de Educacion, al mismo tiempo
que ofrece su apoyo para mejorar el sistema educativo.

Luis Valles F.
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CARACTERIZACION DE UNA QUITINASA EXTRACELULAR
PRODUCIDA POR Serratia sp. BIOMI-363706 USANDO QUITINA
COLOIDAL COMO SUSTRATO

, *a 1 . a .a , . a , , b

Castro, Rocio “; Alvarez, Adriana’; Machado, Elwi ; Mendoza, Ménica'; Gomez, Rubén ;
’ a
Garcia, Pablo

RESUMEN
La quitinasa es una enzima capaz de hidrolizar quitina en sus componentes oligo y
monoméricos. Los quito-oligosacaridos, el dimero acetilquitobiosa y los mondémeros de N-
acetilglucosamina son de gran interés para la industria debido a su amplio rango de
aplicaciones médicas, agricolas e industriales. En el presente trabajo se realizo la
caracterizacion de una enzima quitinolitica extracelular obtenida del aislado bacteriano
BIOMI-363706, caracterizado molecularmente como Serratia sp. Esta bacteria usa la quitina
coloidal como tnica fuente de carbono y nitrégeno. Al ser inoculada en un medio que contenia
2% de quitina coloidal (QC), 0,1% K,HPO, y 0,05% MgSO,.7H,0, a pH 7,2, la bacteria
produjo 6ptimamente quitinasa extracelular después de 72 horas de incubacion a 37 °C. La
temperatura'y pH 6ptimos, asi como la termoestabilidad de la enzima, fueron 50 °C,pH 6,5 y <
70 °C. La quitinasa fue activada por Mn"’y Co °. La actividad sobre diferentes sustratos siguid
este orden: quitina coloidal > polvo de quitina (<1mm) > glicol-quitina. La enzima presentd
unvalordeV,,de0,015 umol/miny un Kmde 1,278 mg/ml, utilizando quitina coloidal como
sustrato. La enzima estudiada mostro, entre sus caracteristicas, una termoestabilidad que
puede ser una ventaja para la maximizacion de reacciones en escalas industriales que mejoren
y potencien la degradacion enzimatica de la quitina.
Palabras clave: Quitina coloidal, N-acetilglucosamina, actividad quitinasa.

CHARACTERIZATION OF A EXTRACELLULAR CHITINASE
PRODUCED BY Serratia sp. BIOMI-363 706 USING COLLOIDAL
CHITIN AS SUBSTRATE

ABSTRACT
Chitinase is an enzyme able to hydrolyze chitin into its oligo and monomeric components. The
chitin-oligosacharids, the acetylchitobiose dimer and the acetylglucosamine monomers are
very important to industry due their wide range of medical, agricultural and industrial
applications. In the present report was made the characterization of an extracellular
chitinolitic enzyme obtained from BIOMI-363706 bacterial isolate, molecularly
characterized as Serratia sp. This bacterium uses colloidal chitin as unique carbon and
nitrogen source. While inoculated into a media containing 2% colloidal chitin (QC), 0,1%

a*

Laboratorio de Biotecnologia de Microorganismos “Sixto David Rojo”, Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de los Andes, Sector La Hechicera, Nucleo
Universitario Pedro Rincon Gutiérrez, Ciudad Mérida 5101 Venezuela, rociojcm@gmail.com
Laboratorio de Ciencia, Ingenieria y Biotecnologia de los Alimentos, Universidad de los Andes,
Sector La Hechicera, Nucleo Universitario Pedro Rincon Gutiérrez, Ciudad Mérida 5101
Venezuela.
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K,HPO, and 0,05% MgSO,.7H,0, at pH 7,2, the bacteria yields optimally extracellular
chitinase after incubation along 72 hours at 37 °C. Optimal temperature, pH as well as
thermostability of the enzyme were 50 °C, pH 6,5 and < 70 °C. Chitinase was activated by Mn
y Co”. Activity upon different subtracts was according the following order: Colloidal chitin >
chitin powder (< Imm) > glycol-chitin. The enzyme showed a Vmax value of 0,015 mol/min
and a Km of 1,278 mg/ml, using colloidal chitin as substrate. The studied enzyme shown, as
one of their characteristics, an thermostability that can be an advantage in order to maximize
the reactions at industrial scales that improve and potentiate the enzymatic chitin degradation.
Key words: Colloidal chitin, N-acetylglucosamine, chitinase activity.

INTRODUCCION
La quitina -el polimero mas abundante en la naturaleza, después de la celulosa'” -esta formada
por aminoazucares unidos entre si por enlaces glicosidicos 3-(1—4), que forman una cadena
lineal de unidades de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucosa, algunas de las cuales se
encuentran desacetiladas™ y que desempefian un papel importante en su estructura molecular,
ya que le permiten formar auténticos tejidos que confieren resistencia y soporte -como
componente estructural- al exoesqueleto de artropodos, aracnidos, insectos, nematodos,
anélidos y otros invertebrados; a la concha exterior de crustaceos, braquidopodos y moluscos,
asi como a las paredes celulares de muchos hongos, como ascomicetos, basidiomicetos,
ficomicetos e imperfectos. Esta también presente en algunos tunicados y algas cloroficeas'””.
Por su insolubilidad en agua, tamafio, complejidad molecular y composicion heterogénea, la
quitina no se degrada dentro de la célula, sino que los microorganismos recurren a la secrecion
de enzimas quitinoliticas con diferente especificidad para transformarla o hidrolizarla como
fuente de carbono y nitrégeno’. La quitinasa (EC 3.2.11.14) es una enzima capaz de hidrolizar
quitina insoluble en sus componentes oligo y monoméricos. La actividad de la quitinasa ha
sido encontrada en numerosas bacterias y Streptomicetos, hongos, plantas, invertebrados y
vertebrados. Desempeiia una funcion importante en el proceso de muda de los insectos y la
digestion de alimentos quitinosos, y puede también servir como enzima potencialmente
defensiva contra patogenos quitinosos’.
Los quito-oligosacaridos producidos por hidrolisis enzimatica de quitina han estimulado
recientemente la investigacion debido a su amplio rango de aplicaciones y propiedades
médicas, agricolas e industriales. El interés comercial en la utilizacion de quitina y sus
derivados ha llevado a la necesidad de buscar fuentes estables, seguras y baratas de enzimas
quitinoliticas aisladas de organismos, como alternativa a los métodos quimicos'.
En el presente trabajo, se reporta la caracterizacion de una quitinasa extracelular producida
por Serratia sp. BIOMI-363706 empleando la quitina coloidal como sustrato, que se obtuvo
del procesamiento de exoesqueletos de camaron.

PARTE EXPERIMENTAL

Microorganismo

Se utilizo la bacteria Serratia sp. BIOMI-363706, perteneciente al cepario del Laboratorio de
Biotecnologia de Microorganismos «Sixto David Rojo» de la Universidad de los Andes. Esta
cepa fue aislada de una fuente hidrotermal azufrada en Aguas Calientes, Ureia, estado del
Tachira, Venezuela.

Paralareactivacion de la cepa, que se encontraba conservada en viales con glicerol al 60% v/v
-siguiendo la metodologia por Meza et al.’-, se us6 agar nutritivo, cuya composicion en g 1"
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fue: 3 g de extracto de malta, 3 de extracto de levadura, 5 de peptona, 10 de glucosay 18 de
agar. Este medio fue utilizado tanto en su modalidad so6lida -para la conservacion de la cepa a
tiempos cortos y confirmacién de su pureza- como liquida (sin agar), todo lo cual fue
mantenido en refrigeracion.

Preparacion de quitina coloidal (QC)

La quitina coloidal fue preparada por modificacion del método de Hsu y Lockwood’, el cual
consiste en disolver 40 g de quitina en 400 ml de HCI concentrado en agitacion constante
durante 50 min. Posteriormente, se afiadieron 2 litros de agua destilada fria. La mezcla fue
dejada en agitacion continua durante 12 horas a temperatura ambiente. Después se procedio a
filtrar al vacio el precipitado obtenido y se efectuaron sucesivos lavados con agua destilada de
acuerdo con el volumen inicial usado, con el fin de eliminar el acido. La pasta obtenida, de
consistencia gelatinosa, se esteriliz6 durante 15 min a 15 psi; luego, se almacen6 a 4 °C hasta
su posterior uso.

Microorganismoy la produccion de enzima

El crecimiento de Serratia sp. BIOMI-363706 tuvo lugar en un medio modificado, el cual
contiene' en g 1': 0,5 de extracto de levadura, 1,0 MgSO,H,0, 1,36 KH,PO,, QC al 2% (p/v)
con pH 7,2, durante 24 horas. Diez por cierto (10%) del preindculo fue transferido a 100 ml de
medio minimo, cuyo contenido es el siguiente’: 0,1% K,HPO,, 0,05% MgSO0,.7H,0 y 2%
(p/v) de QC con pH 7,2; dicho porcentaje se dejo incubando 120 horas a 37 °C en agitacion
constante de 120 rpm. Después de la incubacion, la biomasa fue separada por centrifugacion a
12,000 x g, a 4 °C durante 15 min; el sedimento se descartd, mientras que el sobrenadante fue
colectado para lamedicion de la actividad enzimatica.

Determinacion de la actividad enzimatica

El procedimiento utilizado -que se basa en evaluar colorimétricamente la N-acetil-D-
glucosamina (NAG), liberada por la accion hidrolitica de la quitinasa sobre el sustrato quitina
coloidal, segin el método de Morgan-Elson modificado (Reissig et al.’)- se realizd como
sigue: La mezcla de la reaccion se compuso con 1 ml del extracto crudo enzimatico y 1 ml de
QC al 10% (p/v), y se suspendi6 en buffer fosfato 0,2 M a pH 7. Se incub6 a 50 °C durante 1
hora, en bafio metabdlico. La reaccion se detuvo adicionando 1 ml de NaOH al 1%.
Posteriormente, a 250 pL del sobrenadante obtenido se les adicionaron 40 pL de tetraborato de
potasio 0,8 M a pH 9,1, y se incubaron durante 3 min. Se dejo enfriar la mezcla en bafio de
hielo; a continuacion, se le agregd 1 ml de p-dimetilaminobenzaldehido (DMAB) al 10% en
acido acético glacial al 87,5% (el cual contiene 12,5 ml de HCI 10N) antes de ser incubadaa 37
°C durante 1 hora.

Los resultados se interpolaron en una curva tipo preparada con NAG, en una concentracion de
0a200 pg/ml, y se expreso la actividad en unidades de quitinasa (UQUITINASA), siendo una
unidad la cantidad de enzima que produce un umol de NAG por minuto, bajo las condiciones
antes descritas'’.

Determinacion de proteina

El contenido de proteina se determind por el método Bradford", que usa concentrado de
reactivo colorante Bio-Rad Protein Assay y albtimina de suero bovino como estandar. En el
ensayo, se utilizaron 1000 ul del reactivo y 100 ul de la muestra de extracto crudo enzimatico.
Se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min. Se midio la absorbancia a una longitud
de onda de 595 nm. La concentracion de proteina se extrapold mediante una recta de regresion
obtenida de cotejar valores crecientes de albumina.
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Caracterizacion parcial de la enzima producida por Serratia sp. BIOMI-363706
La caracterizacion parcial de la quitinasa de Serratia sp. BIOMI-363706 se realiz6 utilizando
el extracto crudo enzimatico, y del modo como se menciona a continuacion:

Efecto del pH, la temperatura y estabilidad térmica en la actividad de la enzima
quitinasa

Parala determinacion del pH 6ptimo, se hizo reaccionar 1 ml de extracto crudo enzimatico con
1 ml de quitina coloidal al 10% (p/v), mezcla que fue suspendida en los siguientes
amortiguadores de pH: glicina-HC1 (50 mM, pH 3), acetato (50 mM, pH 4-5), fosfato (50 mM,
pH 6-8) y Na,CO,-NaHCO, (50 mM, pH 9-11)". La incubacién duré 30 min a 50 °C. Luego, se
centrifugd a 3500 rpm durante 5 min. Posteriormente, se determinaron las unidades
quitinoliticas utilizando el método definido antes. Teniendo en cuenta el pH 6ptimo, se realizo
la determinacion de la temperatura 6ptima. Se utilizaron las mismas condiciones anteriores, la
reaccion se llevo a cabo a diferentes temperaturas (20, 30,40, 50, 60y 70 °C) durante 30 min, y
se detuvo colocandola en un bafio de hiclo durante 5 minutos. Se llevo a centrifugar a 3500
rpm durante 15 miny, finalmente, se determinaron las unidades quitinoliticas (UQ).

La estabilidad de la temperatura se consiguioé sometiendo el extracto enzimatico a diferentes
gradientes de temperatura: de 10 a 30 °C, de 40 a 60 °C y de 70 a 90 °C durante 5 min. Las
muestras fueron mantenidas a 4 °C durante 10 min. Posteriormente, se llevo a cabo lareaccion
con 500 pL de extracto enzimatico y 500 pL de quitina coloidal al 10% (p/v), mezcla
suspendida en buffer fosfato 0,2 M, a pH y temperatura 6ptimos durante 30 min. Se centrifugo
a 3500 rpm durante 15 min, y se realizé la cuantificacion de la actividad quitinasa en la forma
indicada anteriormente para determinar las unidades quitinoliticas luego del tratamiento
térmico.

Efecto de varios compuestos quimicos

Con la finalidad de determinar el efecto inhibidor de algunos metales divalentes sobre la
actividad quitinasa, se procedid a preincubar la enzima en 50 mM de buffer fosfato, pH 6,5,
durante 30 min a 50 °C, en presencia de las siguientes sales de cloruro: CaCl,, CoCl,, MgCL,
MnCl,, ZnCl,, en concentracion 2 M. Se realizaron controles negativos sin afiadir ninguna de
las sales. La actividad residual de la enzima se determiné bajo las condiciones mencionadas
con anterioridad'.

Actividad en diferentes sustratos

Se evaluo la actividad quitinasa sobre los siguientes sustratos: quitina coloidal al 1% (p/v),
como control positivo, quitina en polvo (QP) al 1% (p/v) y glicol-quitina (GQ) al 1% (p/v). Las
preparaciones enzimaticas fueron incubadas a 50 °C durante 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min.
El montaje se realizé por triplicado para cada uno de los tratamientos. La actividad fue
determinada como se indico anteriormente.

Cinética de la enzima en el sustrato quitina coloidal

Se efectuaron cinéticas de la enzima quitinasa empleando quitina coloidal en distintas
concentraciones: de 2,5, 5, 7, 10 y 15% (p /v). Una vez conformadas las mezclas
enzima/sustrato, fueron incubadas a 50 °C durante tiempos variables de: 0,5, 15, 30, 45, 60 y
75 min para determinar la actividad enzimatica como se indic6 anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION
El medio reportado por Wang et al.’, que contenia 2% de quitina coloidal como tnica fuente de
carbono y nitrégeno, permiti6 que la Serratia sp. BIOMI-363706 degradara el polimero, lo
cual favorecio la expresion de la actividad quitinolitica. Al comienzo de la incubacion, se
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detect6 un incremento en el crecimiento del cultivo, pero, después de 24 h de incubacion, se
observo una aceleracion en el crecimiento celular (fase exponencial). Posteriormente, el
cultivo entrd en la fase de muerte, sin evidenciarse una fase estacionaria clara. Esto puede
deberse a cambios fisicoquimicos en el medio, como el agotamiento de nutrientes o la
aparicion de metabolitos secundarios que inhibieron el crecimiento (figura 1).

En cuanto a la actividad quitinolitica, como se observa en la figura 1, la produccién de la
enzima estuvo asociada al crecimiento y se detectd actividad a partir de las 8 h hastalas 48 h, y
fue significativamente observada y se mantuvo durante 72 h. Esto es concordante con la
quitinasa producida por Bacillus sp. 13,26, como fue reportado por Purwani et al.'

+— Actividada quitinolitica (pmol/ml} —e— Absorbancia (660nm)
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Figura 1. Curva de crecimiento y produccion de enzima quitinasa
secretada por Serratia sp. 363706-BIOMI en medio minimo.

La caracterizacion parcial de las muestras del extracto crudo enzimatico de Serratia sp.
363706-BIOMI mostré que la enzima tenia un pH optimo de 6,5 (figura 2), una temperatura
optima de 50 °C (figura 3) y una termoestabilidad menor que 70 °C (figura 4).

100 ™
80 - / N
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Actividad Relativa (%)
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Figura 2. Medicion de la actividad de la enzima quitinasa a diferentes
pH del extracto enzimatico.
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Figura 3. Medicion de la actividad quitinolitica a diferentes
temperaturas del extracto enzimatico.
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Figura 4. Medicion de la estabilidad de la actividad quitinolitica a diferentes
gradientes de temperatura y con un pH 6,5 durante 5 min.

Estos resultados son similares a los reportados con la enzima purificada de la linea TKUO15 de
Pseudomona sp., usando concha de camardén como sustrato, y la caracterizacion de dos
isoformas de quitinasa de Vibrio alginolyticus”"”. La quitinasa purificada de Bacillus sp. 13.26
fue también Optima a pH cerca del neutro (pH 7), la temperatura 6ptima fue 60-65 °C, y su
termoestabilidad se mantuvo a 80 'C'. Estos datos pueden ser de utilidad -siempre que existan
condiciones neutrales- para aplicaciones industriales, tales como la produccion de quito-
oligosacaridos con propoésitos médicos.

Laactividad de la quitinasa fue incrementada por Mn "’y Co ™ con 100 y 88%, respectivamente,
y ligeramente incrementada con Mg, Ca”y Zn(tabla 1).

Reportes del efecto de iones metalicos sobre quitinasa purificada de Bacillus sp. 13.26 sefialan
que es activada por Mg~ y Ni” en 131 y 116%, respectivamente', mientras que es
completamente inhibida por Mn™y Co", y casi en un 50% inhibida por la adicién de Ca”, en
una concentracion de 2 mM. Por otra parte, la actividad de la enzima purificada de la linea
TKUO15 de Pseudomona sp. fue inhibida completamente por Fe”y Mn ", usando concha de

4 5 =2 2+ . oy . o
camar6n como sustrato’. Ni’"y Mn”’ fueron encontrados como inhibidores de quitinasa de C.
lindermuthianum".
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Tabla 1. Efecto de varios compuestos quimicos.

Comrpl{estos Concentracién Actividad relativa
quimicos (%)
Control 2M 79
Mn" 2M 100
Co” 2M 88
Zn" oM 87
Mg™ oM 86
Ca" 2M 85

La actividad sobre diferentes sustratos siguio6 este orden: quitina coloidal > polvo de quitina
(<1mm) > glicol-quitina (figura 5). La diferencia entre estos tipos de sustratos va a depender
del tamafio y la forma de sus particulas, la concentracion de quitina, la facilidad de contacto y
el reconocimiento por parte de la enzima, lo cual desempefia un papel fundamental en la
rapidez y las diferencias en la degradacion que se manifiestan en la disparidad de los tiempos
de concentracion de N-acetilglucosamina liberada"*.
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0,004 -

0,002 -

umol Glc-NAc/min A ¢

0,000 T 1
Qc Qp GQ

Sustratos al 1%

Figura 5. Actividad quitinasa producida por Serratia sp. BIOMI-363706
medida sobre diversos sustratos.

El empleo de medios basados en quitina coloidal ha sido reportado por Gémez et al.”, y en
ellos la actividad de la quitinasa sobre sustratos quitinosos s6lidos y coloidales coloreados con
Remazol Azul Brillante (RBB) muestra mejores resultados con quitina coloidal, ya que las
moléculas de sustrato son mds accesibles a la enzima que en la mas densa y cerrada
organizacion molecular presente en la estructura de los sustratos soélidos, como la quitina
molida.

El comportamiento de la expresion de la enzima con respecto a diferentes concentraciones del
sustrato quitina coloidal puede afectar o favorecer la produccion de N-acetilglucosamina bajo
condiciones Optimas. Los resultados obtenidos en este ensayo estan representados en la tabla
2, mostrando la enzima su maxima actividad a pH 6,5.
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Tabla 2. Parametros cinéticos de la actividad quitinasa de Serratia sp.
BIOMI-363706 sobre el sustrato quitina coloidal.

Km Vmax

Enzima (mg/ml) (umol/min)

Quitinasabacterial.
Serratia sp. 1,278 0,015
BIOMI-363706

CONCLUSIONES
Utilizando quitina coloidal como sustrato, la enzima producida por Serratia sp. BIOMI-
363706 mostro, entre sus caracteristicas, un rango de termoestabilidad que puede ser una
ventaja para la maximizacion de reacciones en escalas industriales que mejoren y potencien la
degradacion enzimatica de la quitina.
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CARACTERIZACION MICROESTRUCTURAL DE CENIZAS DE
Morinda citrifolia Linneo NONI

Zoila Garayl, Alcides Lépezl’z’ *, Otilia Acha De la Cruzl, Amanda SouzaS,
Ingrit Collantesl, Paula Olivera’, Julio Santiagoz’4

RESUMEN
El noni, Morinda citrifolia Linneo, es muy utilizado en la medicina tradicional debido a su
actividad antibacteriana, antiviral, antiparasitaria, anti-hongos, previniendo la proliferacion
de tumores y la diabetes. En este trabajo se presenta el estudio de la composicion elemental y
morfologica de las cenizas de las cascaras, semillas, pulpa y hojas del noni. Se ha encontrado
que estas cenizas son basicamente de naturaleza amorfa, excepto las que provienen de la
calcinacion de las hojas. Los compuestos principales que han sido identificados son: CaCO,
(semillas y hojas), CaC,O, (cascaras y semillas), KHCO; (en todas las muestras excepto en las
hojas), KClI (hojas) y SiO, (hojas y pulpa). Se han podido observar nanoparticulas (20 nm) en
todas las muestras, excepto en las cenizas de hojas.
Palabras clave: Noni, caracterizacidon microestructural, cenizas.

MICROSTRUCTURAL CHARACTERIZATION OF ASHES FROM
Morinda citrifolia Linneo NONI

ABSTRACT
Noni, Morinda citrifolia Linnaeus, is widely used in traditional medicine due to its
antibacterial, antiviral, antiparasitic and antifungal properties, preventing the proliferation of
tumors and diabetes. This paper presents a study of the elemental and morphological
composition of the ashes from the peels, seeds, pulp and leaves of the noni. These ashes are
basically amorphous, except those from the annealing of the leaves. The main compounds that
have been identified are the CaCO, (seeds and leaves), CaC,O, (peels and seeds), KHCO, (all
samples except in leaves), KCI (leaves) and SiO, (leaves and pulp). Nanoparticles (20 nm)
have been observed in all samples except in the ashes of leaves.
Key words: Noni, microstructural characterization, ashes.

INTRODUCCION
El noni (Morinda citrifolia Linneo) conocida como queso de frutas, noni, morera india, etc;
pertenece a la familia de las Rubidceas y es nativa del sureste de Asia, Oceania y de Asia
tropical que se extiende desde la Polinesia a la India.
El noni es una planta mundialmente utilizada en la medicina tradicional para reforzar el
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sistema inmunoldégico debido a su actividad antibacteriana, antiviral, antiparasitaria, anti-
hongos, lo que permite prevenir la proliferacion maligna de tumores y la diabetes'. Por esta
razén ha despertado un gran interés econdmico y actualmente se cultiva a escala comercial en
los tropicos y en el hemisferio sur”.

El género Morinda comprende alrededor de 80 especies y estan presentes exclusivamente en
zonas de clima tropical’. Esta especie es un arbol pequefio con flores blancas, hojas anchas y
brillosas; la fruta madura tiene un olor fétido, cuyo responsable seria el octanoato de metilo,
componente mayoritario del aceite esencial de la cdscara, pulpa y semillas’.

Se han hecho muchos estudios para identificar los componentes presentes en el noni; hasta el
momento se han aislado aproximadamente 200 compuestos en los que se observa
antraquinonas glicosiladas, acidos grasos y sus derivados, iridoides e iridoides glicosilados,
lignanos, neolignanos, flavonoides glicosilados, fenilpropanoides, triterpenos y azicares’ .
Sin embargo, no se ha reportado hasta el momento ningun estudio de la composicion de las
cenizas obtenidas por calcinacion de las diferentes partes del noni.

Como referencia de otros estudios de cenizas de especies vegetales podemos mencionar el
estudio por Microscopia Electronica de Transmision (MET) de las cenizas de la cascara de
arroz, donde se observo un 94% de SiO, nanoestructurado'” . De otro lado, en un estudio
realizado por MET y difraccion de rayos X (DRX) sobre las cenizas del bagazo de la cafia de
azucar calcinado a 800 y 1000 °C se encontraron particulas menores a 90 micras que cambian
sumorfologia y textura en presencia de calcio y silicio, observandose magnetita en sitios ricos
en calcio, se encontraron ademas, que estas cenizas tienen alta influencia en la actividad
puzolanica™ . En otro estudio con Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y MET se ha
identificado la morfologia de la parte orgénica que no ha sido completamente calcinada
encontrandose que estas fibras retienen sus caracteristicas originales".

De acuerdo con lo mostrado, los vegetales tienen componentes inorganicos que pueden
mantener o cambiar su fase con los procesos y en especial con los tratamientos térmicos que se
les practique y que han podido ser estudiadas a nivel microscopico. Tales trabajos han
motivado una propuesta de estudio para las cenizas de diferentes partes de la M. citrifolia
mediante MET y otras técnicas analiticas.

PARTE EXPERIMENTAL

Las muestras de la Morinda citrifolia fueron obtenidas en la ciudad de Pucallpa, departamento
de Ucayali el 15 de mayo de 2007 y fueron depositadas en el Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos e identificadas por la Biloga Joaquina Alban
Castillo.

Las cenizas para el presente estudio fueron preparadas por calcinacion a 400 °C en una mufla
eléctrica y caracterizadas haciendo uso de un equipo de FTIR SHIMADZU ATR por
reflectancia difusa; un microscopio electronico de transmision marca Philips EMG 300, en los
modos de imagen y difraccion de electrones; Microscopia de Luz (Meiji ENT), Difraccion de
Rayos X (Rigaku, modelo Miniflex, utilizando el intervalo 5° <26 < 80° con pasos 26 de 0,02°
y avance de 2 s/paso), Fluorescencia de Rayos X en Energia Dispersiva. Se irradi6 la muestra
con una fuente anular de Cd-109 durante 1000 segundos. La adquisicion de datos se llevo a
cabo con un sistema de espectrometria de rayos X, constituido principalmente por un detector
de alta resolucion, de Si (Li) marca CANBERRA Modelo SL 30165 (Resolucion 165 eV para
5,89 keV) y un Analizador Multicanal PCAII The Nucleus. La evaluacion de los espectros e
identificacion de los elementos presentes en las muestras se hizo utilizando el Software
Quantitative X Ray Analysis System (QXAS) proporcionado por el Organismo Internacional
de Energia Atomica.
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Preparacién de la muestra para analisis por MET

Luego de la calcinacion, el tamafio de las particulas fueron homogenizadas mediante la
molienda de las cenizas en un mortero de agata. Dichas particulas fueron suspendidas en agua
destilada para hacer que las particulas mas grandes precipitaran mas rapido, la parte alta de la
suspension, la cual contenia las particulas mas pequefias fueron tomadas con una pipeta
Pasteur y colocadas sobre una membrana de parlodion de las rejillas portamuestras. Luego de
evaporarse el agua a temperatura ambiente se procedié al analisis morfoldgico y su
microestructura cristalina mediante la Difraccion de Electrones de Area Selecta (DEAS).

RESULTADOS Y DISCUSION
En el analisis por IR, figura 1, no se detecta estructuras organicas, pero si se llega a identificar
la presencia de CaCO, en todas las muestras.
En el analisis por microscopia de luz se observa que las cenizas de cascara de noni, figura 2a,
presentan un aspecto granular con un didmetro medio de 0,5 mm distinguiéndose una fase
oscura y otra clara, ambos duros para la molienda. Las cenizas de las hojas, figura 2b, son de
color gris claro con aspecto de polvo muy suave para la molienda. Las cenizas de la pulpa,
figura 2c, estan constituidas de granos oscuros de aproximadamente 0,3 mm mezclados con
un polvo blanco, ambos muy suaves para la molienda. En contraste con los casos anteriores,
las cenizas de la semilla, figura 2d, tienen un color gris claro y granos blancos de 0,4 mm,
suaves a lamolienda.
En el estudio de las cenizas por MET de los diferentes organos de M. citrifolia se ha
encontrado abundante material micro y nano estructurado. En la figura 3, en cada caso, se
muestran las imagenes obtenidas por esta técnica, mostrando su respectiva barra de
calibracion con el proposito de estimar las formas y dimensiones de los diferentes
componentes presentados en cada micrografia. Adicionalmente, en algunas de las
micrografias se han incorporado en una esquina, su correspondiente patrén de difraccion
electronico. Al hacer el estudio de dichos patrones se han encontrado coincidencias con
estructuras variadas y se muestran en la tabla 1; éstas se obtuvieron al ser comparadas con las
distancias interplanares de la base de datos JCPDF (Joint Comitte of Powder Diffraction File)
usados para los analisis por difraccion de rayos X. Seglin los espectros de DRX, figura 4, en las
cenizas de cascara se observa la predominancia de oxalato de calcio, CaC,0,, bicarbonato de
potasio y KHCO,, siendo lamayor parte de este material de naturaleza amorfa.
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Figura 1. Espectros FTIR de cenizas de la cascara, semilla, hoja y
pulpa de M. citrifolia.D corresponde al CaCO,.
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Figura 2. Imagenes por microscopia de luz a iguales amplificaciones de las
cenizas de M. citrifolia a) cascara, b) hoja, ¢) pulpa y d) semilla.

Tabla 1. Resultados del analisis por MET.

Muestra Sélidos cuyas difracciones coinciden Analisis morfolégico por MET
con el analisis DEAS

Si, Mn B, Al,SiO5,C oHyg, Fe,SiOy,

Pulpa Al;Zry, Mg(OH),, Ta,O, Mn, Fe(a), Ca,

Ni(OH), (Li, AD)Mn ,0,y CsH,NaO;

Se observan fragmentos bien cristalizados de
gran tamafio, mayores a 3 {m

Particulas cristalinas del orden de los 20 nm, y
Semilla Mn, Siy Fe(a), Ca, SiO > Mn(p), Fe, Ca casquetes esferoidales de material inorganico
amorfo del orden de los 300 nm de diametro.
Aglomerados de particulas amorfas del orden
Céscara Material amorfo de 1um, nanoparticulas amorfas menores a 20
nm de tamafio.
Se observan cristales alargados de 100 nm de
Hoja Ca, Si, Mn, Fe ancho y més de 1 pm de longitud sobre un
fondo de nanoparticulas de 20 nm.
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Figura 3. Micrografias MET vistas a dos amplificaciones (izquierda y
derecha) y patrones de difraccion (DEAS, ver esquinas) de cenizas de
M. citrifolia. a) pulpa, b) semilla, ¢) cascara y d) hojas.
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Figura 4. Patrones de Difraccion de Rayos X de cenizas de la cascara,
semilla, hoja y pulpa de M. citrifolia. Ver descripcion en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados de los andlisis por difraccion de rayos X de cenizas de la cascara,
semilla, hoja y pulpa de la M. citrifolia, referidos a los patrones de difraccion de la figura 4.

Etiqueta Formula Nombre Ref. JCPDF
A CaC,0, Oxalato de calcio 00-003-0090
B KHCO; Bicarbonato de potasio 01-086-0912
C KClI Cloruro de potasio 01-075-0296
D CaCO, Carbonato de calcio 00-004-0636
E SiO, Dioxido de silicio 01-083-0539

En la semilla se nota la predominancia del oxalato de calcio CaC,O,, bicarbonato de potasio
KHCO, y poca cantidad de carbonato de calcio, CaCO,. En la hoja se nota la abundancia de
CaCO, y KClI y pocas cantidades de SiO, con una alta cristalinidad en toda la muestra.
Finalmente, en la pulpa se ve una abundancia de KHCO,, presencia de SiO, y una porcién
considerable de material amorfo. Estos datos estan agrupados en la tabla 2.

El analisis de las cenizas de las hojas por FRX, figura 5, permite identificar la presencia de
potasio, calcio y estroncio y en menor cantidad relativa el cloro, hierro, manganeso, zinc,
bromo y rubidio.

CONCLUSIONES

Las cenizas de las cascaras, semillas, pulpa y hojas del noni son mayoritariamente de
naturaleza amorfa, excepto las que provienen de la calcinacion de las hojas. Los compuestos
principales que han sido identificados son el CaCO, (semillas y hojas), CaC,0, (céscaras y
semillas), KHCO, (en todas las muestras excepto en las hojas), cloruro de potasio KCI (hojas)
y oxido de silicio SiO, (hojas y pulpa). También se ha podido observar estructuras
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nanoparticuladas, tanto amorfas como cristalinas, de aproximadamente 20 nm en todas las
muestras, excepto en las cenizas de hojas.

14000 CaK,
12000 | K
10000 -

8000 |

Sr-K,

6000 -

Cuentas

4000 i

2000 rAJ

0

Energia (KeV)
2,0 43 6,5 8,8 1,0 13,2 55 17,7

Figura 5. Espectroscopia de Fluorescencia de Rayos X de la muestra de hoja.
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CONSTITUYENTES QUIMICOS DEL TUBERO DE
Dracontium spruceanum (Schott) G.Zhu ex
Dracontium loretense Krause (Araceae)

Ingrit E. Collantes Diazl*, Eduardo G. Gongalvesz, Massayoshi Yoshida™*

RESUMEN

Este trabajo describe el andlisis fitoquimico de los tuberos de Dracontium spruceanum
(Schott) G.Zhu, nativo de laregion amazonica, el cual es usado popularmente contra picada de
la serpiente Bothrops atrox y también para algunas enfermedades. A partir de la extraccion con
solventes organicos y la separacion por cromatografia del extracto etanodlico, se obtuvo
sitosterol (I), estigmasterol (II), 3-B-hidroxi-5-eno-7-cetona (III), p-hidroxibenzaldehido
(IV), écido p-hidroxybenzoico (V), sitosterol acilglicosilado (VI), 7-oxositosterol
acilglicosilado (VII), sitosterolglicosilado (VIII), sacarosa (IX); las fracciones polares
fueron acetiladas y sometidas a purificacion por cromatografia, que condujeron a una mezcla
de carbohidratos peracetilados, 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-etil-glucosa (X); los diez compuestos
fueron identificados y elucidados por analisis espectroscopico CG-EM, RMN'Hy RMN"C.

Palabras clave: Dracontium spruceanum (Schott) G.Zhu, esteroides, esteroide
glicosilado, esteroides acilglicosilados.

CHEMICAL CONSTITUENTS FROM TUBERS OF
Dracontium spruceanum (Schott) G. Zhu ex Dracontium loretense
Krause (Araceae)

ABSTRACT

This work describes phytochemical analysis of an Araceae species Dracontium spruceanum
(Schott) G.Zhu, which occurs in Amazon region and is popularly used against snakebite and
treatment of some diseases. The solvent partitions and chromatographic fractionations of
extract afforded sitosterol (I), stigmasterol (II), 3-B-hydroxycolest-5-en-7-one (III), p-
hydroxybenzaldehyde (IV), p-hydroxybenzoic acid (V), acyl-glycosyl sitosterol (VI), acyl-
glycosyl-7-oxo-sitosterol (VII), sitosteryl-glycoside (VIII), sucrose (IX). The polar fractions
were acetylated before the purification and the isolation through chromatographic techniques
yielded a mixture of peracetylated carbohydrates: 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-ethylglucose (X),
which was identified by spectroscopic analysis [GC-MS, "C NMR and 'HNMR].

Key words: Dracontium spruceanum (Schott) G.Zhu, steroid, steroid glycoside,
acylglycosylsteroid.

INTRODUCCION
La familia Araceae comprende 106 géneros y cerca de 3000 especies', y el género Dracontium
esta constituido por 23 especies, muchas de ellas distribuidas en los tropicos himedos, desde

Laboratodrio de Extra¢ao da Universidade Paulista, Av. Paulista 900, Bela vista C.E.P 01310-100,
Séo Paulo, Brasil ingrit uni@hotmail.com

Jardin Botanico Inhotim, Minas Gerais, Brasil
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, Brasil
Centro de Biotecnologia da Amazo6nia, Manaus, Brasil
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México y Nicaragua hasta Paraguay’. Dracontium spruceanum (Schott) G.Zhu (antes mas
conocido como Dracontium loretense Krause) ocurre desde Costa Rica hasta Brasil’ y puede
medir hasta 1,5-2 m de altura. Esta especie presenta hojas lobulares y el peciolo esta cubierto
de anillos oscuros muy parecido al de la piel de la serpiente Bothrops atrox; comunmente
encontrada con los nombres de hierba del jergon, jergon sacha, hurignpe (Amarakaeri),
magoro (Machiguenga), du nu yubi (Cashinaguas), ronon rao and shanvi yora (Shipibo-
conibo), see (Ese'eja) y shandorao (Amahuaca)’.

Los habitantes de la selva peruana usan D. spruceanum sobandose o chicoteandose con la
planta (hojas y peciolo) antes de entrar en la selva como medida de evitar la picada de la
serpiente’; también es usado para sintomas o enfermedades como temblor de las manos,
epilepsia, diarrea, herpes, SIDA, hernia, cancer, asma. Los tiberos son amasados y aplicados
en la mordida de la serpiente B. atrox para contrarrestar el efecto del veneno™. La tribu de los
Ese'eja del sud-este del Pert utilizan Dracontium sp, llamada de jergon sacha, para la mordida
de serpientes; la planta es cocida y macerada, usandola externamente’.

Los extractos, acuoso y metandlico, presentan total capacidad reactiva antioxidante, mientras
que el extracto de diclorometano de D. spruceanum no presenta dicha actividad’. Dracontium
pittieri Engler no es activo contra el veneno de serpiente B. atrox cuando se hace pruebas in
vivo con ratones'. El extracto de D. spruceanum reduce en 34% el edema inducido por
carragenina en el modelo de pata de ratén’; ya el extracto acuoso neutralizé la actividad letal
del veneno de Bothrops atrox’. Cuatro nuevas oxilipinas fueron aisladas del extracto con
alcohol n-butilico de las espigas de D. spruceanum, y el éacido (9R,10S,7E)-6,9,10-
trihidroxioctadec-7-enoico presentd efecto inmunoestimulatorio en proliferacion PBMC
humano".

En este articulo abordaremos el aislamiento de metabolitos secundarios de los tiberos de D.
spruceanum.

PARTE EXPERIMENTAL
Colecta de la muestra e identificacién botanica
Fueron colectados los tiiberos (figura 1 A) en los alrededores de la ciudad de Pucallpa en el
departamento de Ucayali, Pert, en diciembre del 2000; uno de los taberos fue plantado en el
vivero del Instituto de Quimica de la Universidade de Sao Paulo para la identificacion
botanica (figura 1 B) y otra se encuentra plantada en el Jardin Botanico Inhotim (JBI
0000956).
El material vegetal fue identificado por el botanico Eduardo Gongalves del Jardin Botanico
Inhotim, Minas Gerais-Brasil como mostramos en la tabla 1. Un ejemplar de la especie
(Collantes 001) fue depositado en el herbario del Instituto Botanico de Sdo Paulo-Brasil (tabla
lyfigural).

Tabla 1. Identificacion taxonémica de D. spruceanum.

Division XVII Angiospermae

Clase Monocotiledonea

Orden Alismatales

Familia Araceae

Subfamilia Lasioideae

Género Dracontium

Especie Dracontium spruceanum (Schott) G.Zhu

Nombre comun  Jergdn sacha
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Figura 1B. Hojas y peciolo de
D.spruceanum.

igura 1A. Ttbero de D. spruceanum.

Extraccion y aislamiento de metabolitos secundarios

Los tuberos frescos, de 2,8 kg fueron secados en estufa con corriente de aire, obteniéndose
835,7g de material seco que fue molido y macerado en hexano a temperatura ambiente, por
tres veces; el material desengrasado fue macerado en etanol al 50%. El extracto hexanico fue
concentrado en rotaevaporador hasta la obtencidon de un extracto pastoso (1,38g); el extracto
etandlico fue sometido a concentracion en rotaevoparador hasta un volumen de
aproximadamente 100 mL, dejando en reposo por tres dias a temperatura ambiente,
observandose la precipitacion de unos cristales cuadrados (4,9g); el extracto fue filtrado, para
su posterior concentracion hasta la obtencion de un residuo pastoso oscuro (19g). Finalmente,
el extracto etanol-agua 50% fue concentrado; el etanol en rotaevaporador y el agua fue
liofilizado para la obtencion del extracto respectivo (75g).

El extracto etandlico (19g) fue resuspendido en metanol para hacer una particion con los
solventes hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol-agua, obteniéndose los residuos de
2,1g; 2,4g; 1,09g; 13,4g, respectivamente; el residuo hexanico (2g) fue sometido a
cromatografia en columna, usando como fase estacionaria silica-gel y como fase movil la
mezcla de solventes hexano, acetato de etilo y metanol, de polaridad creciente, obteniéndose
45 fracciones que fueron sometidas a cromatografia en capa delgada en cromatofolios de
silica gel y revelando con una solucion de acido sulftirico al 20%, seguida de calentamiento;
fueron reunidas, siguiendo un patrén de semejanza, las fracciones 4-10, 13-21, 25-30, 32-40;
el residuo cloroformico (2,2g) también fue sometido a cromatografia de igual manera que el
residuo hexanico, obteniéndose 51 fracciones, que fueron reunidas siguiendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente, obteniéndose las fracciones 3-7, 15-20, 27-38, que
fueron comparadas con las fracciones del residuo hexanico, resultando 13-21(hex) fue
reunido con 3-7(CHCI,) y 32-40(hex) fue reunida con 27-38 (CHCI,).

De la reunion de las fracciones 13-21(hex) con 3-7(CHCL,) se obtuvo una mezcla de
compuestos que fue sometida a cromatografia en una placa de silica gel PF 254 preparativa de
la marca MERCK en una placa de vidrio de 20 x 20 cm y 1 mm de espesor, eluyendo en la
mezcla de solventes hexano:acetato de etilo (4:1) sucesivas veces para aislar la mezcla de
compuestos I-II y III. La fraccion 15-20(CHCI,), al igual que las fracciones anterior fue
sometido a cromatografia de capa delgada preparativa (CCDP) en la mezcla de solventes
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CHCI,:AcOEt (1:1) para aislar los compuestos IV y V. De la reunion de las fracciones 32-
40(hex) con 27-38 (CHCL,) que fue sometido a CCDP en la mezcla de solventes
CHCIL;:AcOEt:MeOH (2:2:0,5) sucesivas veces, fueron aislados los compuestos VI, VII y
VIIL

Fueron transesterificados 5 mg de los compuestos VI 'y VII segiin la literatura' para analizar
los acidos grasos presentes en las estructuras de dichas moléculas por cromatografia gaseosa
acoplada aun espectrometro de masas (CG-EM).

Los residuos de acetato de etilo y metanol-agua (100 mg de cada uno) fueron acetilados con 20
ml de la mezcla de anhidrido acético:piridina 1:1 (reposo por 24 h), adicionar agua helada y
esperar enfriar, luego extraer con cloroformo, esta fase organica fue neutralizada con acido
clorhidrico al 10%, seguido de lavado con agua para remover el exceso de acido y, finalmente,
secar con sulfato de sodio anhidro para obtener los residuos acetilados y secos, que fueron
analizados por RMN'H y de °C, de donde fue aislado el compuesto IX.

Analisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear 'H y “C fueron registrados en un
espectrometro de la marca Varian INOVA DPX-300 (7,05T) operando a 300 MHz para RMN
'Hy 75 MHz para RMN "“C. De acuerdo con la solubilidad de las muestras, los espectros
fueron obtenidos en CDCIL,, CD,0D y D,O de la marca Merck.

Analisis por cromatografia gaseosa (CG).

El andlisis por cromatografia gaseosa fue realizado en un cromatografo de la Hewlett Packard
modelo 5890 serie I con inyector automatico HP 7673 e integrador HP 3396A. Como fase
estacionaria fue utilizado columna capilar de fenil-silicona 5% y metil-silicona 95% de 0,25
mm de diametro interno y 30 m de longitud; las condiciones utilizadas en el experimento
fueron: temperatura de inyeccion 220°C, detector de llama (FID) 280°C, el gas de arrastre He,
flujo de 6mL/min. (30°C), temperatura de columna 120°C durante 2 min con gradiente de
10°C/min hasta 280°C por 15 min.

Analisis por espectrometria de masas.

Los espectro de masas fueron registrados en un sistema CG-EM Shimadzu constituida por un
cromatografo modelo CG-17AYy espectrometro MS-QP 5050A, con temperatura de inyeccion
150°C, con temperatura de horno 60°C por 2 min, con incremento de 10°C/min hasta 250°C
por 10 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el fraccionamiento del extracto hexanico y el analisis por RMN 'H de las fracciones
obtenidas, fue observada la presencia de alto porcentaje de acidos grasos y triglicéridos, lo que
complico la identificacion de los metabolitos; para facilitar el aislamiento, las fracciones
fueron acetiladas, lo que condujo a la identificacion de los compuestos I-II y IIT acetilados.
Los cristales cuadrados (4,9 g) que precipitaron del extracto etandlico fueron analizados por
RMN 'H en agua deuterada (D,0) y fue identificado como sacarosa (IX) por comparacion del
espectro con una muestra original de lamarca Sigma.

Compuestos I y I1.- Fueron aislados 71,2 mg de cristales de la mezcla de dos compuestos,
cuyo espectro de RMN 'H presenta absorciones caracteristicas de esteroides como un triplete
ancho en 5,3 ppm que indica la presencia de un hidrégeno olefinico (H-6); un duplo-duplo-
duplo doblete en 3,52 ppm, con constante de acoplamento (J) (J=9,5; 4,8; 11,2 y 4,6 Hz); las
seflales 5,07 y 5,16 ppm indican la presencia de los hidrogenos enlazados a los carbonos 22 y
23 del compuesto II (figura 2). El espectro de RMN "C (tabla 2) obsérvase diversos picos de
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carbonos alifaticos entre la region 12 - 57 ppm y las sefiales de los carbonos carbonilicos en
70,1y 72,1 ppm. Las sefales que permiten una posicion estructural en § 141; 138,5; 129,6;
121,9; siendo que las sefiales 141 y 121,9 ppm son de mayor intensidad que los demas; la
comparacion de los picos del espectro con los referentes a sitosterol y estigmasterol
disponibles en la literatura'’ confirmamos las estructura de estos compuestos.

Compuesto I1I.- Se aislo 10 mg de un sélido blanco amorfo, cuyo espectro de RMN 'H
presenta sefiales caracteristicas de esteroides, como un dddd en 6 3,52 (J=9,5;4.,8; 11,2y 4,6
Hz) del H-3, un singlete en § 5,3 del hidrogeno olefinico del C-6. El espectro de RMN "C
(tabla2) presenta 29 picos; dentro de ellos esta una sefial caracteristica de carbono carbonilico
en 6 70,6 de C-3, un pico en 6 202,2 atribuido a un carbonilo (C-7) y las sefiales de d 165,1 y
126,1 de los C-5 y C-6, que permiten una posicion estructural. La comparacion de estas
sefiales con la descrita en la literatura” permitié demostrar que el compuesto III es 3-B-
hidroxi-5-eno-7-cetona.

Compuesto IV .- Fueron aislados 3,6 mg de sustancia resinosa de color amarillo claro cuyo
espectro de RMN 'H presenta un singlete en 8 9,9 caracteristico de aldehido, dos dobletes en la
region aromatica en 8 7,8 y 6,9 con J = 9 Hz, lo que sugiere que el anillo aromatico esta
sustituido en posicion para. El espectro de RMN “C (tabla 2) presenta 5 picos, una sefial en §
190,8 caracteristico del grupo carbonilo de aldehido, una sefial en 6 129,3 tipica de carbono
aromatico enlazado a carbonilo (carbono ipso), y las sefiales en & 132,4 y 115,9 mas intensas
que los demas carbonos; cada una representa dos carbonos C-2, C-6 y C-3, C-5,
respectivamente; la comparacion de estos datos, con los de la literatura', confirma que se trata
de p-hidroxibenzaldehido.

Tabla 2. Desplazamiento quimico de RMN “C (75 MHz) de los compuesto aislados
de D. spruceanum (Schott) G.Zhu.

1 Il 111 v \% VI VII VIII X
CDCL,  CDCL  CDClL CDCLy CD;0D CDCL cDCy CDCL+ CDCL
CD,OD
1 376 376 364 1293 122,7 372 36,4 39,4 100,4
2 319 319 312 132,4 133,0 31,9 31,9 30,4 71,2
3 701 721 70,6 115,9 1160 79.8 78,5 79,7 71,6
4 426 426 418 1613 163.3 422 43,1 43,1 68.4
5 141,0 1410 165, 1159 116,0 140,3 165,3 1413 72,8
6 1219 1219 126, 132,4 133,0 122,0 126,1 122,6 61,9
7 321 319 2023 C€O190,8 €O 170,1 31,9 2025 32,7 CH, 65,5
8 32,1 31,9 454 31,9 454 32,8 CH; 14
9 540 504 49,9 50,3 49,7 512 4CO 169,2-170,5
10 368 368 383 36,1 38,5 38,1  4CH;CO 20,4-20.5
11 212 212 212 21,1 213 21,8
12 399 399 387 39,7 38,7 40.7
13 426 426 431 422 43,1 43,1
14 57,1 572 499 56,9 49,7 57.8
15 245 245 231 243 23,1 24,9
16 285 291 285 28,2 285 28,9
17 564 564 548 56,2 54,9 56,9
18 - 122 119 12,0 11,9 12,5
19 193 193 173 19.3 172 19,2
20 364 406 36,1 36,1 36,1 37,5
21 192 212 191 18,9 19,0 20,1
22 343 1385 339 34,2 343 36,9
23 295 1296 263 292 26,3 26,9
24 - 513 454 50,3 459 46,8
25 265 319 292 26,1 292 29,9

sigue ...
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.. viene

1 11 111 v % VI Vil VIII X
CDCL CDChL CDChL CDCL CD;0D CDChL CDCL CDCL+ CDChL
CD,OD
26 190 190 19,1 18.8 19.8 19,7
27 196 212 189 19.8 19,0 19.4
28 234 256 231 23,1 23,1 238
29 12,1 11,9 11,9 11,9 12,3
i 101,0 1016 102,0
2 73,6 73,4 77.6
3 76,1 76,4 74,6
4 70,3 70,4 71,2
5 73,6 73,4 77,2
6 63,2 63,6 62,5
1 1744 174,2
2 31,9 31,9
3 24,9 24,9
413" 292-29.9 29,2297
14 32 32
157 22.8 22,6
16" 14,2 14,0

- No determinado.

Compuesto V.- Fueron aislados 57 mg de cristales transparentes; el espectro de RMN 'H
presenta dos dobletes con.J9 Hzen 6,81y 7,87 ppm; el espectro de RMN "“C (tabla 2) presenta
5 picos: una sefial en 6 170 ppm, tipico de un carbono carbonilico, en 122,7 ppm de un carbono
ipso, en 163,4 ppm de un carbono aromatico enlazado a un hidroxilo, dos carbonos mas
intensos 132,7 y 115,8 ppm. Los desplazamientos quimicos, comparados con la literatura”,
confirman que fue aislado el 4cido p-hidroxibenzoico.

Sitosterol I Estigmasterol 1T

OH OH

p-hidroxibenzaldehido IV. Acido p-hidroxibenzoico V Sitosterol acilglicosilado VI

sigue ...
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... viene

7-oxositosterol acilglicosilado VII

OH
o 0 OH
H (0]
OH (0]
(¢} OH
OH
Sacarosa IX 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-etil-glucosa X

Figura 2. Estructuras de las moléculas aisladas de los tiberos de D. spruceanum.

Compuesto VL.- Se obtuvo 55,3 mg de un sélido amorfo blanco; fue identificado por
comparacion con la literatura”®, sefiales de carbonos metilénicos en 122 y 140 ppm, similares a
los carbonos de la molécula I (tabla 2). Las absorciones en 79 y 101 ppm sugieren que el
sitosterol esta glicosilado, pues el valor de 101 ppm es caracteristico de carbono anomérico;
las sefiales 73,6; 76,1; 70,3; 73,6 y 63,2 ppm sugieren que el aziicar que esta enlazada al
sitosterol es glucosa, y en adicion, las sefiales del espectro de RMN "C (tabla 2) presenta 174
ppm, caracteristico de carbonilo de éster. Junto con la absorcion en 29 ppm de carbono
metilénico sugiere que el azucar esta esterificado con un acido graso. Con la intencion de
determinar el nimero de carbonos del 4cido graso, transesterificamos'' la molécula VI; el
éster del acido graso fue analizado por CG-EM y nos proporciond la cadena de 16 carbonos
(4cido palmitico); el espectro de RMN “C no presenta mds carbonos insaturados que los
indicados arriba. Comparados con la literatura’ se concluye que se trata del sitosterol
acilglicosilado, llamado también sitoindoside'".

Compuesto VII.- Fueron aislados 15,1 mg de un s6lido amorfo blanco; los desplazamientos
quimicos observados en el RMN "C sugieren que es un esteroide glicosilado; sefiales de los
carbonos metilénicos en 126,1; 165,5; y 202,6 ppm analogos a los carbonos 5,6 y 7 de la
molécula IIT (tabla 2) y de la literatura”; absorciones en 78,5 y 101,6 ppm, al igual que el
compuesto anterior (VI), sugiere que la molécula esta enlazada a un azicar, y por las sefiales
en73,4;76,2;70,7;76,2;y 63,7 ppm sugieren que es glucosa. El espectro de RMN "C presenta
la senal en 174,3 ppm, caracteristico del carbonilo de un éster, junto con la absorcion en 29
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ppm de carbono metilénico, sugiere que el azicar esta esterificado con acido graso; y para
determinar el nimero de carbonos del 4cido graso, transesterificamos' la molécula VII; el
éster del 4cido graso fue analizado por CG-EM y nos proporciond que la cadena de carbonos
es de 16 carbonos (4cido palmitico), el espectro de RMN "“C no presenta mas carbonos
insaturados que los indicados arriba; concluyendo que estamos frente a 7-oxo-sitosterol
acilglicosilado.

Compuesto VIII.- Fueron aislados 7,2 mg de un s6lido blanco amorfo; el espectro de RMN
'H presenta absorciones caracteristicas de un esteroide glicosilado, como un triplete ancho en
5,34 ppm que indica la presencia de un hidrégeno olefinico (H-6); un doblete en 4,36 ppm con
J7,8 Hz, que indica el hidrégeno anomérico en posicion f; varios multipletes entre 3,13 - 3,86
ppm, sefales de los 7 hidrégenos del azicar enlazado al esteroide. El espectro de RMN “C
(tabla 2) presenta sefiales de carbono metilénicos en 141,34 y 122,59 ppm; la absorcion de un
carbono anomérico en 102,04 ppm, una sefial de carbono carbonilico en 79,70 ppm y las
sefales de los carbonos del azucar en 77,56; 77,16; 74,58; 71,22 y 62,49 ppm que,
confrontando con la literatura*, concluimos que esta molécula es sitosterol glicosilado.

Con intencion de identificar los compuestos mas polares que hacen parte de los residuos de
acetato de etilo y metanol-agua, fue acetilado y se encontrd que el compuesto mayoritario es
etilglucosa, y revisando la literatura”, encontramos que acetilando con anhidrido acético y
piridina, el grupo OH del carbono anomérico al reaccionar a este método de derivatizacion
forma el grupo OCH,CH,; ademas de acetilar como se pretendia los otros grupos OH del
azucar, como mostramos en la estructura X en la figura 2.

Compuesto X.- Fueron aislados 47,2 mg de un sélido marrén amorfo; el espectro de RMN 'H
presenta las siguientes sefiales, 6 5,21¢J9,6 Hzdel H-3; §5,1¢J9,9 Hzdel H-4,64,9 dd J
9,9; 8,0 Hz del H-2; un doblete en 4,5 ppm del hidrogeno anomérico con J 8,1Hz del H-1 lo
que indica que esta en posicion 3; 6 4,3 dd J 12; 4,5 Hz del H-6; 6 4,1 dd J 12,3; 2,5 Hz del H-
6";63,92dgJ9,9;7,2Hzdel H-7; 6 3,7 mdel H-5; 6 3,6 dg J9,9; 7,2 Hz del H-7"; 4 singletes
en 1,93;1,95; 1,97 y 2,0 ppm correspondientes a los 4 acetatos y un triplete en 1,3 ppm del H-8
de CH, del grupo etil; el espectro de RMN "“C presenta 4 sefiales caracteristicas de carbonilos
de los acetatos en la region de 169,2-170,5 ppm; 4 picos de CH, también de los acetatos en la
region de 20,4-20,5 ppm, un pico en 100,4 ppm caracteristico de carbono anomérico; sefiales
en71,2;71,6;68,4; 72,8 y 61,9 ppm correspondientes a los carbonos C-2, C-3, C-4, C-5y C-
6, la sefial en 65,5 ppm corresponde al grupo CH, del grupo etil y la sefial en 14 ppm al grupo
CH, del grupo etil.

CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico del tibero de D. spruceanum de las fracciones apolares, condujo al
aislamiento de ocho metabolitos secundarios; dentro de estos compuesto ya conocidos y
aislados en otras plantas, como mostramos por la comparacién de los desplazamientos
quimicos, con la literatura correspondientes para la identificacion de los mismos, excepto el
compuestos VII, ya que es la primera vez que fue aislado de una planta y reportado en la
literatura.

En el transcurso del trabajo fue encontrado que D. spruceanum produce sacarosa, ademas de
los metabolitos secundarios; también fue encontrado glucosa como carbohidrato mayoritario
delos residuos polares que, al reaccionar a una acetilacion, formo el compuesto etilglucosa.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL PISCO
PERUANO MEDIANTE VOLTAMETRIA CICLICA

Adolfo La Rosa Toro G." Fredy Vigo Lopez’, Golfer Muedas Taipe'

RESUMEN
El pisco es uno de los productos de origen peruano que ha incrementado su demanda en los
ultimos afos. El pisco legitimo, como un producto destilado de la fermentacion de la uva
muestra actividad antioxidante, atribuido a la presencia de derivados fendlicos, contenidos en
lasuvas. La voltametria ciclica es una técnica rapida y de alta sensibilidad mediante la cual es
posible evaluar la actividad antioxidante de algunas muestras naturales debido a su respuesta
electroactiva. El presente trabajo emplea la técnica de voltametria ciclica como un método de
identificacion de la autenticidad del pisco evaluando su actividad antioxidante, comparandola
con el método de neutralizacion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH). Se
evaluaron muestras de pisco legitimo y adulterado obtenidas en el mercado nacional.
Palabras clave: Pisco, antioxidante, potencial de oxidacion, voltametria ciclica.

ASSESSMENT OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PERUVIAN
PISCO THROUGH CYCLIC VOLTAMMETRY

ABSTRACT
Pisco is a peruvian beverage which has increased its demand over the last years. Legitimate
pisco is a distilled product of the fermentation of grapes; due to this, it shows antioxidant
activity attributed to the presence of phenolic derivatives (which are contained in grapes).
Cyclic voltammetry is a rapid and high sensitivity technique; this characteristic allows this
technique for evaluating the antioxidant activity of some natural samples due to its
electroactive response. This technique is used in this research project as a method for
identifying the authenticity of pisco by evaluating its antioxidant activity. Results obtained by
cyclic voltammetry are then compared with the method of neutralization of free radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Samples of legitimate and adulterated pisco obtained in
the national market were evaluated.
Key words: Pisco, antioxidant, oxidation potencial, cyclic voltammetry.

INTRODUCCION
En la actualidad se estan realizando numerosas investigaciones en busca de antioxidantes
naturales con la finalidad de ser empleados en la industria de alimentos, cosméticos y atencion
de la salud con el objetivo de prevenir, aliviar y/o curar procesos degenerativos que ocurren
como consecuencia de actividad de los radicales libres en nuestro organismo'.El pisco es un
producto con identidad peruana que ha incrementado su venta en forma significativa; sin
embargo, la estrategia de comercializacion no considera su importante contribucion como

* Laboratorio de Electroquimica Aplicada, Facultad de Ciencias.
Universidad Nacional de Ingenieria.
Casilla: 31-316. Av. Tapac Amaru 210, Rimac, e-mail: toro@uni.edu.pe
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fuente de antioxidantes naturales. Los antioxidantes son sustancias que retardan el inicio y
disminuyen la velocidad de oxidacién de las sustancias oxidables en el organismo. Por el
modo de accidn, los podemos clasificar como: primarios (interrumpen la reaccioén en cadena
generando un radical menos activo) y secundarios (o preventivos)’.

Los antioxidantes fendlicos ocupan una situacion privilegiada, pues son excelentes donadores
de electrones o de hidrogeno y, ademads, sus radicales intermediarios son relativamente
estables’.

Los trabajos previos, realizados por otros autores, indican que los componentes presentes en
los vinos son en su mayoria de origen fenolico”’. La accién antioxidante de los compuestos
fenodlicos destacados en el vino es beneficiosa para la salud ya que aportan proteccion contra la
agresion de los radicales libres de nuestro organismo, y que en condiciones aerobicas conduce
ala degradacion oxidativa no controlada de moléculas biologicas trascendentales para la vida.
Asimismo, el pisco, al ser un producto derivado de la fermentacion controlada de la uva,
presenta actividad antioxidante debido a los derivados fenolicos provenientes principalmente
del proceso fermentativo’. El contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante
de los mismos es dependiente de muchos factores, entre ellos: el tipo de uva, proceso de
fermentacion, temperatura del proceso de destilado’, pureza del pisco, etc. Por lo que el
analisis de contenido de antioxidantes puede ser un buen indicador de la legitimidad y calidad
del pisco.

En el presente trabajo se analiza el contenido de antioxidantes empleando los métodos de
neutralizacion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH), (figura 1) y el de
voltametria ciclica; este ultimo fue utilizado por otros autores como una técnica para la
identificacion de vinos' "

TN (CoFts)a NH-N(CgHs)z
0N NO
2 2 O,N NO,
Antioxidante
NO, NO,
2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH-H)
(violeta) (amarillo)

Figura 1. Reaccion quimica entre el radical DPPH y la especie antioxidante

Actualmente, la inica prueba de autenticidad de los piscos es el procedimiento de la Norma
Técnica N°211.001:2006 que involucra varios requerimientos de analisis fisicos y quimicos,
El presente trabajo demuestra que la evaluacion de la actividad antioxidante puede diferenciar
en forma concluyente el pisco legitimo frente a otros adulterados (licores de fantasia). La
evaluacion de la actividad antioxidante se realiza aplicando dos métodos: el método
electroquimico, mediante la voltametria ciclica (VC) y el método quimico, mediante la
neutralizacion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH).
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiales y reactivos

Muestras de pisco:

S,.vS, = Pisco legitimo de origen artesanal de lazona de Mala - Peru
ScyS, = Pisco de marcas registradas

Sy S: = Pisco adulterado

Reactivos: El radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH), la rutina y los solventes
utilizados fueron de grado para andlisis. Asimismo, se utilizo un buffer de fosfato de sodio
0,07MdepH 7,2/EtOH 1:1 (v/v).

Los voltagramas (VC) fueron obtenidos utilizando un potenciostato PGSTAT 12 equipado
con SCAN GEN que opera bajo el sistema GPES 4.9 Eco Chemie B. V. con un sistema de tres
electrodos compuesto de carbon vitreo (electrodo de trabajo), platino (electrodo auxiliar) y
Ag/AgClI/KCI3M (electrodo de referencia).

En el andlisis de antioxidantes empleando el método de neutralizacion de radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracil (DPPH) se utilizé el espectrofotometro UV-Visible LABMED.

Métodos

Voltametria ciclica (VC)

Mediante la técnica de VC es posible la evaluacion del potencial rédox de los compuestos
electroactivos (fendlicos) mediante un barrido de potencial en un rango previamente definido.
La muestra de pisco (4 mL), fue adicionada a 40 mL de una mezcla de etanol y buffer de
fosfato de sodio 0,07 M de pH 7,2 (1:1). La solucion resultante fue purgada con gas N,
manteniendo la atmosfera inerte durante todo el proceso. Se obtuvo los voltagramas (VC)
realizando un barrido de potencial desde -1,00 V hasta 0,92 V a una velocidad de 100 mV/s. El
carbon vitreo fue pulido antes de cada experimento utilizando una lija N° 1200 y alimina en
polvo de 0,3 micras de Buehler micropolish. La reproducibilidad del potencial del pico
voltamétrico es del orden de + 0,01 V, dependiendo del pretratamiento de la superficie del
electrodo. Para cada muestra de pisco se han obtenido varios voltagramas obteniéndose asi los
picos de potencial de oxidacion caracteristicos; ademas, se realizo la voltametria ciclica del
estandar de rutina para corroborar la exactitud del método electroquimico.

Neutralizacion del radical libre DPPH

El método a emplear es el de neutralizacién del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracil
(DPPH), en este caso, la solucion del reactivo de DPPH es de color violeta y presenta un
maximo de absorbanciaa 515 nm.

La reaccion quimica consiste en que el radical libre DPPH sustrae un atomo de hidrogeno
proveniente de un donador (antioxidante); producto de este cambio se desarrolla un cambio de
color, de violeta a amarillo, como resultado de la disminucion de la concentracion del radical
libre; esta intensidad fue leida en el espectrofotometro después de un tiempo de 30 minutos de
reaccion. La muestra de pisco utilizada, previa a la reaccion con DPPH, fue diluida con etanol
absoluto en la relacion de volumenes de 1:10. Luego 1250 pL de la solucion obtenida se
mezclacon 500 uL de DPPH 0,3 mM.

La evaluacion de la actividad antioxidante se expresa como porcentaje, y se determina de
acuerdo a la siguiente formula:

(Am — Ab)100
conitro
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Donde,
% AA : Porcentaje de actividad antioxidante
Am : Absorbancia de la muestra
Ab : Absorbancia del blanco
Acontrol : Absorbancia del reactivo DPPH

Larelacion (Am - Ab)/Acontrol nos indica el exceso de DPPH que no ha reaccionado con los
compuestos antioxidantes en la muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de muestras empleando el método de voltametria ciclica (VC)

Todos los voltagramas fueron obtenidos en solucion de Buffer de fosfato de sodio 0,07 M, pH
7,2/EtOH 1:1 (v/v); empleando electrodo de trabajo de carbon vitreo (GC), electrodo auxiliar
de platino y electrodo de referencia de Ag/AgCl (KCl 3 M), la velocidad de barrido empleada
fuede 100 mV/s.

En la figura 2 se presenta el voltagrama del electrodo de GC obtenido en la solucion buffer
(blanco) que se utiliza como electrolito de fondo para el analisis de las muestras. En el grafico,
en el rango de potencial entre -0,80 a 0,60 V, no se observa reacciones rédox significativas,
constituyendo una buena linea base para la evaluacion de la actividad antioxidante de las
muestras de pisco.

1.00E-04
5.UUL-US

0.00£+00

-5.00E-05

Corriente /A

-1 D0E-04

-1.50E-04

-2.00E-04

-158 -1 5 a ns 1 18§
Potencial /V(Ag/Ag Cl)

Figura 2. Voltagrama ciclico de la solucion electrolitica: buffer de fosfato
(pH 7,2)/EtOH 1:1 (v/v)

Los voltagramas de las figuras 3 y 4 corresponden a las muestras S, y S, (pisco de origen
artesanal) y las figuras 5 y 6, muestran los voltagramas de las muestras S. y S, (pisco de
marcas registradas). En todos los casos los voltagramas muestran la formacion de dos picos de
corriente consecutivos en el barrido de potenciales en sentido anddico. El primer pico aparece
entre -0,082 y -0,076 V y el segundo pico de oxidaciéon entre 0,094 y 0,132 V, ambos
asignables a la oxidacién de los compuestos fendlicos caracteristicos de las sustancias
antioxidantes. En el barrido en sentido catddico se observa los correspondientes picos de
reduccion de las sustancias previamente oxidadas. En la figura 7 se presenta el voltagrama
correspondiente a la rutina, un antioxidante tipo flavonoide que se encuentra presenta en las
uvas y frutas citricas".
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Figura 3. Voltagrama ciclico de la muestra S, Figura 4. Voltagrama ciclico de la muestra S,
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Figura 5. Voltagrama ciclico de la muestra S, Figura 6. Voltagrama ciclico de la muestra S,
en buffer de fosfato (pH 7,2)/EtOH 1:1 (v/v) en buffer de fosfato (pH 7,2)/EtOH 1:1 (v/v)
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Figura 7. Voltagrama ciclico de la rutina en buffer de fosfato (pH 7,2)/EtOH 1:1 (v/v)
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Enlatabla 1 se presenta los potenciales de oxidacion y sus correspondientes picos anodicos de

las muestras de pisco legitimo y los de rutina (0,227 V); este ultimo utilizado con fines
comparativos.

Tabla 1. Potenciales de oxidacion de muestras de pisco legitimo medidos bajo condiciones estandar*

Muestra Pico 1 Pico 2 E descomposicion
E,.; (Vvs. Ag/AgCl) E,,; (Vvs. Ag/AgCl) E o5 (V vs. Ag/AgCl)
Sa -0,082 0,094 -0,260
Sp -0,077 0,125 -0,236
Sc -0,082 0,096 -0,264
Sp -0,076 0,132 -0,249
rutina 0,227 - 0,140

Condiciones estandar: Buffer de fosfato de sodio 0,07 M de pH 7,2/EtOH 1:1 (v/v);

electrodo de trabajo y

auxiliar de carbono cristalino (GC) y electrodo de referencia Ag/AgCl/KC1 3 M; velocidad de barrido: 100 mV/s.

Enlatabla2 se presenta el area integrada de los picos de oxidacion de las muestras de piscos S,
y S, (figuras 8 y 9) el cual es proporcional a la altura de pico (cantidad de corriente). La

muestra S, presenta mayor area por lo que presenta una mayor capacidad antioxidante en
comparacion de lamuestra S,.

Tabla 2. Area y corriente de los picos de oxidacion de muestras de piscos legitimos

Muestra Area Potencial Potencial Corriente  Corriente
inicial (V) final (V) inicial (A) final (A)
Sa 1,47E-04 -0,41 0,44 5,66E-05 7,60E-05
Sk 0,69E-04 -0,41 0,44 4,85E-05 6,64E-05
1.50E-04 1 1.50E-01
1
< 1.00E-04 < 1.00E-04
£ 500605 il £ soe0s ) -
i ; E
O 0.00E400 A O 0006400 L
5.00E-05 -5.0CE-05
-15 -1 05 0 0.5 1 15 15 1 05 0 0.5 1 15

Potencial /V(Ag/AgC.,

Figura 8. Altura de picos de oxidacién
de la muestra S,
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Figura 10. Voltagrama ciclico de la muestra Figura 11. Voltagrama ciclico de la muestra S,
S, en buffer de fosfato (pH 7,2)/EtOH 1:1 en buffer de fosfato (pH 7,2)/EtOH 1:1
(v/v) (v/v)

Las figuras 10 y 11 muestran los voltagramas de la muestras de piscos adulterados: S,y S,. En
los graficos no se observan picos de oxidacion asignables a procesos rédox debido a la
ausencia de componentes electroactivos (antioxidantes).

Analisis de muestras empleando el método de neutralizacion del radical libre DPPH
Se ha utilizado el método de neutralizacion del radical libre DPPH con la finalidad de
verificar los resultados obtenidos empleando el método electroquimico.

Se ha analizado las muestras de pisco legitimo S, y S, pisco adulterado S,y etanol absoluto.
De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 3, s6lo las muestras de pisco legitimo S, y S,
muestran actividad antioxidante. Las muestras de pisco adulterado, asi como de etanol
absoluto, muestran porcentajes negativos, indicando que en estas dos ultimas muestras no
contiene antioxidantes.

Tabla 3. Porcentaje de actividad antioxidante de muestras de piscos A, B, F y etanol al 43 %
obtenida por variacion de la absorbancia a 515 nm

Absorbancia de Absorbancia de % Actividad
Muestras s .
blanco muestra Antioxidante
Sa 0,646 0,452 30,03
S 0,646 0,527 18,94
Sk 0,646 0,891 -37,94
Etanol 43 % 0,746 0,904 -21,03

En la tabla 4 se presenta los resultados comparativos de la actividad oxidante de ambos
métodos, con el objetivo de normalizar los valores. Los resultados se presentan como la razén
delaactividad oxidante de las muestras S, y S,
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Tabla 4. Analisis comparativo de la actividad antioxidante de las muestras de piscos A, B, F
obtenido por los métodos de neutralizacion de radical DPPH y voltametria ciclica

Muestras Antioxidante Antioxidante
Relacion S ,/Sg DPPH Voltametria
Sa/Sp 1,58 2,12
CONCLUSIONES

- En el andlisis electroquimico por voltametria ciclica, el perfil voltamétrico obtenido de
las muestras de pisco legitimo (S,-S,) presenta un comportamiento similar, la formacion
de dos picos de oxidacion. El primer pico aparece entre -0,082 y -0,076 V y el segundo
pico de oxidacion entre 0,094 y 0,132 V, revelando la presencia de mas de un compuesto
antioxidante. La comparacion con el perfil voltamétrico de muestras de pisco adulterado
revelan que estos tltimos no presentan ninguna sefial de oxidacion.

- Segun el analisis quimico por DPPH, las muestras de pisco legitimo presentaron un
porcentaje de actividad antioxidante positivo mayor a 18,94 %, mientras que las muestras
de pisco adulterado mostraron un porcentaje de actividad antioxidante negativa
(-37,94 %), lo que indica la ausencia de compuestos antioxidantes.

- Deacuerdo a la tabla 4, los resultados obtenidos mediante el método de DPPH y VC, son
cercanos entre si, mostrando que la voltametria ciclica es una buena alternativa para la
identificacion del pisco legitimo y cuantificacion de su actividad antioxidante.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo conocer las propiedades
fisicoquimicas, actividad antioxidante, componentes del aroma y contenido de resveratrol y
quercetina de 8 vinos peruanos. Se encontrd que las densidades relativas de los vinos estan
dentro del rango de 0,9916 a 1,0174 g/mL, mientras que los valores de pH varian de 3,18 a
3,97. Mediante métodos espectrofotométricos se pudo cuantificar la concentracion de fenoles
totales (2374,25 a 3610,43 mg/L), flavonoides totales (1869,19 a 3138,85 mg/L) y
antocianinas totales (102,64 a 317,50 mg/L). Por medio de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) se pudo detectar la presencia del compuesto trans-resveratrol en 6 de los
8 vinos peruanos evaluados. El vino Tabernero Malbec-Merlot contiene la mayor
concentracion de dicho compuesto (0,56 + 0,03 ng/mL) y, ademas, es el que presenta la mejor
actividad antioxidante en el test de DPPH. Por medio de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) se pudo determinar que los compuestos volatiles de mayor
concentracion en el aroma de los vinos fueron el 4cido sorbico, feniletanol, 4cido propanoicoy
monoetil éster del acido butanodioico.

Palabras clave: vinos, trans-resveratrol, actividad antioxidante, quercetina,
flavonoides.

PHENOLIC COMPOUNDS, ANTIOXIDANT ACTIVITY,
RESVERATROL CONTENT AND VOLATILE COMPONENTS
OF 8 PERUVIAN WINES

ABSTRACT
The aim of this investigation was to evaluate some physicochemical properties, the
antioxidant activity, the aroma components and resveratrol and quercitin contents of 8
Peruvian wines. We found that the density of the selected wines was in the range of 0,9916 —
1,0174 g/mL, while the pH values were between 3,18 and 3,97. Spectrophotometric methods
were used to determine the concentrations of total phenolics (2374,25 — 3610,43 mg/L),
flavonoids (1869,19 — 3138,85 mg/L) and anthocyanins (102,64 — 317,50 mg/L). The
compound frans-resveratrol was detected by means of High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) on 6 of the 8 Peruvian wines selected for the present study. The
Tabernero Malbec-Merlot wine had the highest concentration of this compound (0,56 = 0,03
png/mL) and the best antioxidant activity on the DPPH test. GC-MS studies on the aroma of the
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evaluated wines showed that the major compounds were sorbic acid, phenylethyl alcohol,
propanoic acid and ethyl hydrogen succinate.

Key words: wines, trans-resveratrol, antioxidant activity, polyphenols, quercetin,
flavonoids.

INTRODUCCION
El vino es un licor que se obtiene por fermentacion del jugo de uva.' Su consumo esta asociado
a la disminucion del riesgo coronario y prevencion de enfermedades cronicas asociadas al
estrés oxidativo (arterioesclerosis, artritis, demencia, cancer).”’ Las propiedades beneficiosas
del vino aparentemente se deben a su capacidad antioxidante por su alto contenido de
compuestos fenolicos.
Se ha demostrado que algunos compuestos fenolicos presentes en el vino, como el resveratrol,
acido galico y quercetina, tienen actividades contra alergias, inflamacion, hipertension,
artritis y carcindgenos.’
El trans-resveratrol (3,5,4 -trihidroxiestilbeno) es producido naturalmente por la especie Vitis
vinifera en respuesta a situaciones de estrés, tal como son las infecciones microbianas e
irradiacion UV. Esta fitoalexina es usada para el tratamiento de varias enfermedades,
incluyendo la dermatitis, gonorrea, fiebre, hiperlipidemia, arterioesclerosis e inflamaciones.’
Otro de los compuestos importantes en el vino es la quercetina, un flavonol que se genera
ampliamente en plantas y tiene una presencia significante en el vino tinto.’
Hasta principios del siglo XX el olor del vino se atribuia a una sola sustancia, el “4cido
enantico”; con los avances de la tecnologia se ha llegado a identificar a mas de 1000
compuestos en el aroma; sin embargo, atin no se tiene una tarjeta de identidad para cada tipo de
vino.' Hasta la fecha, no se han reportado trabajos previos sobre los compuestos volétiles de
vinos peruanos.
En el presente trabajo, ademas de evaluar la actividad antioxidante, el contenido total de
fenoles, flavonoides, antocianinas y quercetina en 8 vinos peruanos, se puso énfasis en
determinar el contenido de resveratrol y la composicion quimica de sus aromas, con el
objetivo de contribuir al desarrollo futuro de protocolos de control de calidad.

PARTE EXPERIMENTAL

Aparatos.

Espectrofotometro Shimadzu Uv/Vis 1240. Cromatdgrafo liquido de alta performance
(HPLC), Elite LaChrom: bomba L-2130, detector DAD L-2455, Software EZChrom Elite
Client/Server version 3.2. La columna analitica utilizada fue Purospher” STAR RP-18e (250
mm x 4,6 mm, 5 pm de tamafo de particula). Cromatografo de gases Agilent Technologies
78904 acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975. Se empled un
columna capilar polar HP-FFAP (30 mx 250 pum x 0,25 pm).

Reactivos.

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo, Folin-Ciocalteu y quercetina fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich, mientras que frans-resveratrol fue gentilmente donado por el Dr. Fabricio
Medina-Bolivar, profesor asociado del Arkansas Biosciences Institute, Arkansas State
University.

Muestra.

Se analizaron 8 vinos peruanos de los cuales 6 fueron adquiridos en cadenas de supermercados
en Limay 2 en el valle de Lunahuana. En la tabla 1 se muestran los vinos adquiridos segtn las
variedades de uvas utilizadas en su elaboracion, marca y lugar de procedencia.
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Determinacion de la densidad relativa.
Para determinar la densidad de los vinos, se utilizd un picndmetro con termoémetro
incorporado. Se calculo la densidad del vino de la siguiente manera:

Densidad pino = P.P.vino — P.P.vacio Densidad H.0
enstaac vino = P.P.agua — P. P.vacio x Jensiaad

Donde P.P. es el peso del picnémetro lleno con la muestra (agua o vino).

Tabla 1. Procedencia y tipos de vinos peruanos escogidos para el estudio

Variedad Region Marca Tipo No. Lote
Malbec-Merlot Ica Tabernero Tinto 31109

Borgona Canete Santiago Queirolo Semi-Seco NP*

Borgona Lunahuana La Casona del Valle  Tinto NP*
Quebranta Lunahuana La Casona del Valle Tinto NP*

Tannat Ica Santiago Queirolo Tinto A08-D-10909
Shiraz Canete Santiago Queirolo Tinto A02-D-260508
Rubi Red-Grenache -Malbec Rio Chillon  E. Copello Tinto/Semi-Seco ~ 8909.1
Malbec-Tannat-Syrah Ica Tacama Tinto NP*

*No presenta niimero de lote

Determinacion del pH.
Se tomo6 30 mL de cada vino en un matraz erlenmeyer de 50 mL y se midi6 el pH con un
potenciometro (Hanna Instruments) calibrado en el rangode 4 a 7.

Determinaciéon de compuestos fenolicos.

Se aplicé el método de Folin-Ciocalteu descrito por Gracia et al.” Se utilizé una curva de
calibracion de acido gélico cuyo rango de concentraciones fue de 2 a4 mg/L. Las muestras de
vinos fueron diluidas al 2% con H,0 mili-Q. Las absorbancias respectivas fueron medidas a
760 nm en un espectrofotometro. Los vinos fueron analizados por triplicado y los resultados
fueron expresados en mg de acido galico/L de vino.

Determinacion de flavonoides.

El contenido de flavonoides en 1 mL de vino sin diluir fue determinado mediante el ensayo
colorimétrico con AICI, propuesto por Ivanova et al.’ Para la cuantificacion se elabord una
curva de calibracion de quercetina a concentraciones entre 180 a 360 mg/L. Las lecturas de
absorbancia fueron realizadas en un espectrofotometro a la longitud de onda de 510 nm. El
contenido de flavonoides totales fue expresado como mg de quercetina por litro de vino.

Determinacion de antocianinas totales.
La determinacion de antocianinas totales se hizo usando el método propuesto por Di Stefano
etal’, descrito por Ivanova et al." Se mezclé 200 pL de cada vino con 4 ml de una solucion de
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etanol/H,O/HCl conc. (70:30:1) e inmediatamente después se midio la absorbancia a 540 nm
en un espectrofotometro. Debido a la falta del estandar malvidin-3-glucdsido, el contenido
total de antocianinas se calcul6 usando la siguiente ecuacion propuesta por Di Stefano:

mg
TAs40 nm (T) = Assonm X 16,7 X d

Donde: A,,,,, es la absorbancia a 540 nm y d es la dilucion del vino.

Determinacion de quercetinay frans-resveratrol.

Las concentraciones de quercetina y resveratrol en los vinos fueron determinadas por HPLC
bajo las condiciones cromatograficas del método propuesto por Lamuela-Raventés et al.’ El
flujo fue de 1,5 mL/min y la fase movil consistié de una mezcla de eluyente A (1% de acido
acético en agua) y eluyente B (1% de acido acético en acetonitrilo) bajo la siguiente condicion
de gradiente: 10 min, 82% A : 18% B; 10 min, 60% A : 40% B; 10 min, 100 % A. Longitud de
onda de monitoreo: resveratrol a 306 nmy quercetinaa 370 nm.

Las muestras fueron pasadas por un filtro Whatman 0,45 pm y luego inyectadas directamente
alHPLC.

Se realizaron las curvas estdndar para resveratrol y quercetina, cuyos rangos de concentracion
fueron de 0,06 - 3 ppmy 0,1 - 5 ppm, respectivamente. Las determinaciones por HPLC fueron
realizadas por triplicado.

Componentes del aroma.

Se utiliz6 el método descrito por Ortega et al." Enun tubo de centrifuga de 15 mLse coloc6 4,5
g de (NH,),SO,, 3 mL de vino, 7 mL de H,O mili-Q y ImL de diclorometano. Se agité cada
tubo por 1 hora y luego se centrifugé a 2500 rpm por 10 minutos. Luego de la visualizacion de
2 fases, se inyecto la fase de diclorometano en el GC-MS. La temperatura del horno del
cromatografo de gases se mantuvo a 60 °C por 3 minutos, para luego iniciar un gradiente de
temperatura (4 °C/min) hasta alcanzar 170 °C, manteniendo esta temperatura final por 12
minutos. El gas de arrastre usado fue helio a un flujo de 0,6 ml/min. El volumen de inyeccion
fue 3 pL conunsplitratio 1:5.

Actividad antioxidante (test de DPPH).

Se us6 la técnica descrita por Avalos et al.’ para determinar la actividad antioxidante de los
vinos. Las mezclas de reaccion estaban compuestas de 1,5 ml de DPPH (3,6 mg/100mL
etanol) y 0,1 mL de las muestras de vino diluidas en un rango de concentracion de 0,5 a 16%.
Lamezcladereaccion fue leida a los 30 minutos en un espectrofotometroa 517 nm.

Para calcular la actividad antioxidante de los vinos se utilizo la siguiente formula:

. . AC—AM - AB
Actividad antioxidante (%) _(CAC ) x 100

Donde AM es la absorbancia de la muestra + DPPH, AB es la absorbancia del blanco (muestra
+etanol) y AC es la absorbancia del blanco del reactivo (DPPH + etanol).
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RESULTADOS Y DISCUSION
La densidad relativa de los vinos estudiados se encontrd en el rango de 0,9916-1,0174 g/cm’.
Los valores de pH encontrados estan dentro del rango de 3 a 4, siendo el vino Borgofia (SQ) el
de pH mas acido (tabla 2).

139

Tabla 2. Algunas caracteristicas fisicoquimicas de los vinos estudiados

Marca (variedad)

Tabernero (M/M)

Santiago Queirolo (Borgoiia)

La Casona del Valle (Borgoia)
La Casona del Valle (Quebranta)
Santiago Queirolo ( Tannat)

Santiago Queirolo (Shiraz)

E. Copello (RR/G/M)

Tacama (M/T/S)

Color
Tinto
Rosado
Violeta
Violeta
Rojo
Tinto
Rojo tinto

Violaceo

pH  Densidad (g/mL)

3,56
3,18
3,89
3,97
3,61
3,82
3,38

3,62

0,9969
1,0174
1,0165
1,0041
0,9922
0,9916
1,0165

0,9936

En la tabla 3 se resume los contenidos totales de compuestos fenolicos, flavonoides y
antocianinas obtenidos por métodos espectrofotométricos para los 8 vinos estudiados; asi
como sus actividades antioxidantes cuantificadas mediante el test de DPPH .

Tabla 3. Contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante de 8 vinos

Marca (variedad)

Tabernero (M/M)
Santiago Queirolo
(Borgoiia)

La Casona del Valle
(Borgona)

La Casona del Valle
(Quebranta)

Santiago Queirolo
(Tannat)

Santiago Queirolo
(Shiraz)

E. Copello
(RR/G/M)

Tacama (M/T/S)

Acido galico
(mg/L)

3117,66 £0,84

2556,91£0,75
3610,43+1,04
3257,85+0,89
3572,20+1,03
2990,22+0,79

2374,2540,83

3321,57+0,92

Quercetina (mg/L)

3039,73+0,33

1869,19+0,94

2692,42+0,42

2848,88+0,37

3087,24+0,32

2823,48+0,38

2154,25+0,70

3138,85+0,31

Antocianinas
totales (mg/L)

180,03+4,79

102,64+2,09

173,36+4,80

179,09+6,11

219,66+2,31

115,73+1,32

213,69+4,33

317,50+1,16

Concentracion efectiva
media (% v/v)de
actividad antioxidante

1,83+4,80

7,40+0,72

2,72+1,33

2,53+1,67

4,35+0,58

9,25+1,93

2,83+,07

4,70+0,02
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La concentracion de los compuestos fenolicos de los vinos estuvo en el rango de 2370 a 3610
mg/L, siendo los vinos La Casona del Valle (Borgoiia) y Santiago Queirolo (Tannat) los de
més alto contenido. Mufioz et al.* observaron en otros vinos peruanos concentraciones entre
627 a 3321 mg/L de fendlicos totales, mientras que Ivanova et al.’ obtuvieron valores mas
bajos (entre 1119y 1515 mg/L de contenido fendlico total) en vinos serbios.

La concentracion de flavonoides totales estuvo en el rango de 1870 a 3139 mg/L, con el vino
Tacama (M/T/S) presentando el mayor contenido de dichos compuestos. Asimismo, ¢l vino
Tacama (M/T/S) fue el que presentd la mayor concentracion de antocianinas (317,50 mg/L).
En general, son los vinos tintos los que presentan la mayor cantidad de antocianinas, tal como
reportan los estudios de Ivanova ef al.* (237 a 267 mg/L) y Radovanovic et al.” (205,88 a
1940,28 mg/L).

El flavonoide quercetina posee propiedades antioxidantes ya reconocidas en estudios
previos,’ por lo que es importante cuantificar su presencia por métodos analiticos como la
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Como se puede observar en la tabla 4,
todos los vinos estudiados presentaron niveles detectables de dicho compuesto, siendo el vino
Santiago Queirolo (Shiraz) el que presentd la mayor concentracion (3,23 + 0,29 pg/mL).
Mufoz et al.’, obtuvieron valores similares del contenido de quercetina en otros vinos
peruanos (0,19-7,74 pg/mL).

Tabla 4. Contenido de trans-resveratrol y quercetina en 8 vinos peruanos

Mareca (variedad) Resveratrol = DS (ng/mL) Quercetina + DS (ug/mL)
Tabernero (M/M) 0,56 0,03 2,71 +£0,13
Santiago Queirolo (Borgofia) 0,11+0,01 0,47 £ 0,06
La Casona del Valle (Borgoiia) 0,08 0,01 2,57 +0,07
La Casona del Valle (Quebranta) 0,11+ 0,02 2,39+ 0,21
Santiago Queirolo ( Tannat) No detectable 0,16 £0,01
Santiago Queirolo (Shiraz) 0,28 0,01 3,234+0,29
E. Copello (RR/G/M) No detectable 0,24 +0,15
Tacama (M/T/S) 0,38 +0,01 0,17 +0,04

El compuesto trans-resveratrol es de gran interés en la salud humana debido al efecto benéfico
que tiene en la reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares en los consumidores
moderados de vino.” Estudios hechos por Lamuela-Raventds et al.,”” obtuvieron
concentraciones de trans-resveratrol entre 0,60 y 8 pg/mL en vinos de Espafia, mientras que
los vinos italianos estudiados por Careri et al.’ mostraron valores de 0,56 a 2,63 pg/mL. No
existen estudios previos sobre el contenido de resveratrol en vinos peruanos. En el presente
estudio, 2 de los 8 vinos escogidos no mostraron niveles detectables de dicho compuesto,
mientras que en los restantes se observaron valores relativamente bajos (tabla 4). El vino
Tabernero (M/M) fue el que present6 el mayor contenido de trans-resveratrol (0,56 + 0,03
png/mL).
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En general, los vinos con mayor concentracion de compuestos fenodlicos presentan mayor
actividad antioxidante in vitro. El vino Tabernero (M/M), que present6 una alta concentracion
de compuestos fendlicos y el mayor contenido de resveratrol, fue el que mostré6 mayor
actividad antioxidante (tablas 3 y 4).

El estudio de los compuestos volatiles de los vinos por medio de cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) mostré como componentes principales al etil-
succinato, acido sérbico, feniletanol y dcido propanoico (tabla 5).

El monoetil éster del acido butanodioico se forma de manera lenta durante la fermentacion del
vino y sirve como conservante del vino ante la formacion de bacterias." El 4cido sorbico es un
aditivo utilizado en los vinos como preservativo por sus propiedades antimicrobianas,
antifingico y antibacteriano. El feniletanol es un alcohol que ademas de poseer propiedades
antimicrobianas, presenta un olor aromatico a rosas. El 4cido propanoico es utilizado como
preservativo e inhibe amohos y bacterias. "

Esta es la primera investigacion que reporta el contenido de frans-resveratrol y los
componentes del aroma de vinos producidos en el Pert.

Tabla 5. Componentes del aroma de los 8 vinos peruanos

R % en la muestra ( areas relativas)
Compuestos (min.)
Borgoiia Borgofia Quebranta RR/G/M.  Tannat Shiraz MM M/T/S
(La Casona del (SQ) (La (E.Copelo) (SQ) (SQ) (Tabernero) Tacama
Valle) Casona /S)
del Valle)

3- Hidroxi-2-butanona 4,49 -- -- - - - . - 12,7
2-Hidroxipropanoato de etilo 5,42 8,3 5,0 9,2 39,5 27,6 344 29,8 27,9
Acido acético 8,10 22 - 22 0,7 - - - -
2,3-Butanodiol 10,20 - - - -- - 43 - -
?- Butirolactona 12,60 2,5 - 3,7 0,7 1,9 43 1,7 --
Dietil éster del 4cido succinico 13,37 - 3,8 1,2 23 9,8 11,4 6,5 6,9
Etil éster del acido isovalérico 16,74 -- -- -- - 1,0 - - 1,0
1,2,4,5-Tetraetil-ciclohexano 18,02 0,6 - - - - - - -
Alcohol bencilico 18,45 0,9 - 0,7 1,3 - - - -
2-Feniletanol 19,16 18,5 23,6 18,5 9,1 23,1 31,4 28,7 23,1
Dietil éster del acido
hidroxibutanodioico 22,29 - 2,6 - - - - - -
Acido octanoico 22,48 - - - 0,5 - 1,6 - -
Acido sorbico 24,94 58,2 44,7 57,3 254 79 - - -
5-Oxotetrahidro furan-2-
carboxilato de etilo 26,82 - - - - 0,1 - - -
Acido n-decanoico 26,92 - - - 1,8 - 1,3 - -
2,4-Diterbutilfenol 27,65 1,1 - 0,6 0,4 1,2 1,6 - 0,7
2,5-Dihidrotiofeno 28,99 1,0 - - - - 1,5 - -

sigue ...
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...viene

N-Aminopirrolidina 28,99 - - 0,8 0,3
Monoetil éster del acido
butanodioico 29,90 6.8 13,7 5,7 12,9 25,9 8.1 333 27,6
Acido dodecanoico 31,02 - - - 1,3
5-Hidroximetil)furfural 32,80 - 6,6 - 0,5
Acido tetradecanoico 36,41 - - - 3,5 1,7
CONCLUSIONES

El andlisis de la composicion quimica de los vinos peruanos evaluados mostrd una
concentracion de fenoles totales dentro del rango de 2374,25 a 3610,43 mg/L; una
concentracion de flavonoides totales de 1869,19 a 3138,85 mg/L, y una concentracion de
antocianinas totales de 102,64 a 317,50 mg/L. En general, los vinos tintos presentaron un
mayor contenido de compuestos fenolicos y mayor actividad antioxidante que los vinos
rosados. Se ha podido detectar por medio de HPLC la presencia del compuesto trans-
resveratrol en 6 de los 8 vinos peruanos evaluados. El vino Tabernero (Malbec-Merlot)
contiene la mayor concentracion de dicho compuesto (0,56 +0,03 pg/mL) y ademas, es el que
presenta la mejor actividad antioxidante en el test de DPPH. En el analisis del aroma de los
vinos por GC-MS se encontr6 que los compuestos volatiles que estan en mayor concentracion
son el acido sorbico, feniletanol, acido propanoico y etil-succinato. Esta metodologia podria
ser usada como un elemento adicional para el control de calidad de los vinos.
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STUDIES ON MERCURY(II), NICKEL(IT) AND LEAD(II)
BIOLOGICALLY IMPORTANT BINARY COMPLEXES WITH
o-AMINOBUTYRIC ACID IN SOLUTION

Brij Bhushan Tewari'

ABSTRACT

Complexation reactions of ot -aminobutyric acid with mercury(Il), nickel(Il) and lead(IT) have
been studied in solution phase using a paper ionophoretic technique. This method is based on
movement of a spot of metal ion in an electric field at various pHs of background electrolyte.
A plot of pH versus mobility was used to obtain information for binary complexes and to
calculate its stability constants. The stability constants of the ML" and ML, binary complexes
of metal(Il) oi-aminobutyric acid have been found to be (8.59 + 0.01; 6.93 + 0.05), (6.83 +
0.03; 5.38+0.07) and (4.42 + 0.02; 2.72 + 0.03) (logarithm stability constant values) for the
mercury(Il), nickel(IT) and lead(Il) complexes, respectively at ionic strength 0.1 M (HCIO,)
and a temperature of 35° C.

Key words: Ionophoretic technique, mercury(Il) complexes, nickel(Il) complexes,
lead(II) complexes,o-aminobutyric acid, stability constant.

INTRODUCTION
For a mononuclear binary complex, if a central atom (central group) M (the 'metal') and a
ligand L have been defined, then in the following expressions K, is the stepwise formation
constant, and f3, is the cumulative formation constant for the complex ML,. They can both be
referred to as stability constants (stepwise and cumulative)'.

I(n =K (MLn-l + L = MLn)
B, =K (M +nL = ML)

Data on the complexation of biologically significant metal ions and bioactive ligands
o-aminobutyric acid give insight into many physicochemical processes. Nickel classified as
beneficial metal and mercury as well as lead as toxic metal, respectively. Mercury(Il),
nickel(Il) and lead(II) are well known for their medicinal applications and toxicity”.
a-Aminobutyric acid (C,H,NO,) is a naturally occurring amino acid, which do not occur in
proteins. It is found in animal and plant tissues. It has significant application in biological
systems”"’.

The paper electrophoretic technique usually suffers from a number of defects. Temperature
during electrophoresis, capillary flow on paper, electro-osmosis and adsorption affect the
mobility of charged moieties'. The present technique is almost free from these destroying
factors and very convenient in use. It gives results in fair agreement with accepted literature
values.

Communications = ~ from our laboratory described a new method for the study of metal

complexes. A search of the literature indicated few reports on Ni(II) oi-aminobutyric acid

12, 13
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binary complexes and no report on Hg(II) / Pb(Il) a-aminobutyric acid complexes. In view
of this, an attempt was made to establish the optimum conditions for metal(Il)
o-aminobutyric acid complex formation. In addition, the present paper describes a paper
electrophoretic method for the determination of the stability constants of these complexes.

EXPERIMENTAL

Instruments

A Systronics (Naroda, India) paper electrophoresis equipment horizontal — cum vertical type,
model 604, has been used. The apparatus consisted of a PVC moulded double tank vessel. In
our laboratory significant change to the instrument has been made. Two hollow rectangular
plates covered with thin poly (vinyl chloride) sheets have been used through which
thermostated water is run for controlling the temperature. The tanks were closed with a
transparent PVC moulded lid. The whole assembly is tight, which prevents moisture changes,
which may upset the equilibria in a paper strip. This assembly design thus keeps to a
minimum the disturbing effects of evaporation from the unwanted liquid flow in the paper.
Each electrolyte tank contains a separate electrode chamber. The auxiliary unit is specially
designed to operate either in voltage mode or in current mode.

An Elico (Hyderabad, India) model L, , having glass and calomel electrodes assembly and
working on 220 Volts/50 Hz established a. c. mains, was employed for pH measurements.

Chemicals

Mercury(Il), nickel(I) and lead(I) perchlorate solutions were prepared by preliminary
precipitation of metal carbonates from a 0.1 M solution of sodium carbonate (AnalaR grade,
BDH, Poole, UK). The precipitates were thoroughly washed with boiling water and treated
with calculated amounts of 1 % perchloric acid. The resulting mixture was heated to boiling
on a water bath and then filtered. The metal content of the filtrates were determined and final
concentration was kept at 0.005 M. The position of the Ni* spots on the paper at the end of
the experiment was detected using ammonical dimethylglyoxime (DMG), that of Pb*
detected by 0.1 % solution of 1-(2-pyridylazo) — 2- naphthol (PAN) (Merck, Darmstadt,
Germany) in ethanol, that of Hg”" detected using hydrogen sulphide in water. The 0.005 M
glucose (BDH, AnalaR) solution was prepared in water and used as an indicator for the
correction due to electroosmosis. A saturated aqueous solution (0.9 mL) of silver nitrate was
diluted with acetone to 20 mL. Glucose was detected by spraying with this silver nitrate
solution and then with 2 % ethanolic solution of sodium hydroxide, when a black spot was
formed.

Background electrolyte(BGE)

Stock solution of 5.0 M perchloric acid was prepared from its 70 % solution (SDS, AnalaR
grade). 2.0 M sodium hydroxide and 0.5 M o-aminobutyric acid (BDH, Poole, UK) solutions
were prepared. The background electrolyte used in the study of binary complexes were 0.1 M
perchloric acid and 0.1 M a-aminobutyric acid. The system was maintained at various pHs by
the addition of sodium hydroxide.

Procedure

Whatman No. 1 filter paper for chromatography was used for the purpose of electrophoresis.
For recording observation of particular metal ion, two strips were spotted with the metal ion
solution along with additional two spotted with glucose using 1.0 | pipette and then mounted
on the insulated plate. Each of the two electrolyte vessels were filled with 150 ml of BGE
solutions containing 0.1 M perchloric acid and 0.01 M a-aminobutyric acid. The paper
became moistened with the background electrolyte solutions due to diffusion. The second
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insulated plate was placed on paper strips and then thermostated water (35° C) was circulated
into the plates to keep the temperature constant. The lid was then placed on the instrument to
make it air tight. It was left for 10 minutes to insure wetting of strips. Subsequently a direct
240 volts potential was applied between the electrodes. Electrophoresis was carried for 60
minutes after which these strips were removed from the tank and dried. The metal ion and
glucose spots were detected by specific reagents. The leading and tailing edge were measured
from the marked centre point and the mean were taken. The distance moved by glucose was
subtracted (in case of migration toward anode) to obtain correct path length. Migration
towards anode and cathode were designated by negative and positive signs, respectively.
Electrophoretic observations on metal ions were recorded at various pH values of the
background electrolyte, the ionic strength being maintained at 0.1 M. The observed mobility
of migrant was calculated by using the formula.

After applying the correction factor the observed mobility is given as

d+d,
X -t

where U = mobility of metal ion / complex ion; d = mean of duplicate distance travelled by
metal ion / complex ion; d, = mean of duplicate distance travelled by glucose spot; X = field
strength (7.5 V/em); t = time for electrophoresis. The speed of the metal ions / complex
ions are reported with pH values. A plot of mobility against pH curve for metal(Il)
o-aminobutyric acid is shown in figure 1.

1324
—O— Hg (1)

& 10— —&— Ni (I}
o —e— Pb (1)
X
t 88
E
T
S 66
o
E
8
:4.4._
E
o
= 2.2+
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o] o 20 30 40 50 60 7.0 80 90 100
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Figure 1. Mobility curve for the metal(Il) — o-aminobutyric acid systems. —O— = Hg(Il)
— o-aminobutyric acid; —e@— = Ni(ll) — o -aminobutyric acid, —@— = Pb(Il) — a-aminobutyric
acid. Background electrolyte = 0.1 M perchloric acid and 0.01 M o-aminobutyric acid. pH was
maintained by addition of sodium hydroxide. Concentration of Hg™', Ni’" and Pb* = 0.005 M. Ionic
strength =0.1 M. Temperature =35° C. The paper strips were spotted with 0.1l of sample solutions and
glucose (for making osmotic corrections).
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RESULTS
The plot of overall electrophoretic speed of metal spot against pH gives a curve with a number
of plateaus (figure 1). A constant speed over a range of pH is possible only when a particular
complex species is overwhelmingly formed. Thus every plateau is indicative of formation of
a certain complex species. The first one in the beginning corresponds to a region in which
metal ions are uncomplexed. This region of low pH, concentration of CH, CH, CH (NH,")
COOH species of o-aminobutyric acid is maximum and this species is non-complexing.
Beyond this range, metal ion spots have progressively decreasing mobility, complexation of
metal ions should be taking place with anionic species of o-aminobutyric acid whose
concentration increases progressively with the increase of pH. Figure 1 shows three plateaus
with Hg(II), Ni(II) and Pb(I) metal ions. Hence all three metal ions form two complexes with
a-aminobutyric acid anion. It is therefore assumed that the anionic species CH, CH, CH
(NH,) COO’ of o-aminobutyric acid has complexed with the metal ions to form different
complexes.
Figure 1 reveals that Hg”, Ni’" and Pb”" metal ions form their first complex movements
towards negative electrode. Hence, one CH, CH, CH (NH,) COO must have combined with
Hg”, Ni*" and Pb”" metal ions to give [Hg {CH, CH, CH (NH,) COO}]’, [Ni {CH, CH, CH
(NH,) COO}]" and [Pb{CH, CH, CH (NH,) COO}] complex cations, respectively. With
further increase of pH, mobility in all three metal ions decreases giving rise to third plateau
with zero mobility indicates its neutral nature.
The third plateau in each case is due to (1:2) metal —ligand complex. Hence, two CH, CH, CH
(NH,) COO” must have combined with Hg*", Ni*" and Pb*" to give [Hg {CH, CH, CH (NH,)
COO0},] , [Ni {CH, CH, CH (NH,) COO},] and [Pb{CH, CH, CH (NH,) COO},] neutral
metal complexes. In view of the above observation, the complexation of metal ions with
a-aminobutyric acid anion may be represented as:

M+ L KoM (1)
ML + L K omr, ©)

where M*"is Hg”', Ni* and Pb’" metal cation; [L] is the ai-aminobutyric acid anion; K, and K,
first and second stability constants, respectively.

The metal spot on the paper is thus a combination of uncomplexed metal ions, 1:1 and 1:2
metal complexes. The spot is moving under the influence of electric field and the overall
mobility U is given by equation (3)".

Ugo Boo T g Bio [L]+ 1y, Bog [L]2 +--
+ U, Bl,l [HL] + Uy, BZ.I [HL]2 +--
+ U, Bz,l [HzL] + Uy, Bz,z [HZL]Z +--
U= 3)
Buo T Buo [L1+ Boy [LT + By, [HL]
+ B, [HLT +B,, [H,L]
+ Bz,z [HZL]2 R
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where u,, equals speed of uncomplexed metal ion, u, , equals speed of complex formed by the
combination of one unprotonated anionic ligand with metal ion and u,, equals speed of the
metal complex formed by the combination of x anions containing, p, protons each. B's equals
overall stability constant of the different metal complexes formed in the interaction. On
taking into consideration different equilibrium above equation transformed into following
useful form

uO + ul Kl [L-] + uZ Kl KZ [L-]2
U= “
I+K [L]+K K LT

where u,, u, and u, equals mobilities of uncomplexed metal ion, 1:1 metal complex and 1:2
metal complex, respectively. Equation (4) has been used for calculating stability constant of
complexes metal ions with ci-aminobutyric acid. For calculating first stability constant, K,
the region between first and second plateau is pertinent. The overall mobility, U, will be equal
to the arithmetic mean of mobility of uncomplexed metal ion, u, and that of the first complex

u,, at a pH where K, = 1/ CH, CH, CH (NH,) COO'. The dissociation constant of pure
o-aminobutyric acid (K, = 10**; K, = 10"") is determined from same paper electrophoretic
technique. The dissociation of pure ai-aminobutyric acid can be represented as:

CH, CH, CH (NH,") COOH
K, I -H
CH,CH, CH (NH,") COO'
K It -H
CH,CH, CH (NH,) COO’

With the help of dissociation constants, the concentration of ci-aminobutyric acid anion [L] is
determined for the pH, using following equation.

[L:]
[L]= (%)
1+[H]/K,+[H] / K, K,

where [L,] equals total concentration of o.-aminobutyric acid (0.01 M); K, and K, equals first
and second dissociation constants of pure oi-aminobutyric acid. By knowing the concentration
of a-aminobutyric acid anion [L], K, can be calculated (K, = 1/[L7] ). The stability constant,
K, of second complex can be calculated by taking into consideration, the region between
second and third plateau of mobility curve. These calculated values are given in table 1.
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Table 1. Stability constants of binary complexes of Hg(Il), Ni(II) and Pb(II)
with a-aminobutyric acid.

Metal ion Complexes Stability constant Logarithm
stability
Mercury(II) ML’ Ky Constant value *

ML, K, 8.59+0.01
Nickel(II) ML" K, 6.93+0.05
6.83 +£0.03

ML, K, (5.37+0.02)"
5.38+0.07

(4.41 +0.04)°

ML"

Lead(Il) K 4.42+0.02
ML, K, 2.72+0.03

Ionic strength = 0.1 M; temperature = 35° C; M = metal cations (Hg™, Ni*’, Pb*"); ligand = -
aminobutyric acid;o. -aminobutyric acid anion= CH, CH, CH(NH,) COO’
*Literature values are given in parentheses.

DISCUSSION

Itis observed from table 1 that stability constants are approximately similar to literature values.
The slight deviation in the values obtained from different sources is mainly due to the
difference in temperature, ionic strength and experimental conditions used by different
workers. The stability constants metal complexes can be very easily calculated by this
technique. The present technique is limited to charged species and the precision of the method
is not as high as other physicochemical methods. However, uncertainty in the result is £ 5 %.
It is not felt that it can replace the most reliable methods although it is a new approach worth
developing. The molecular structure of o--aminobutyric acid is given below.

O

H3c/\HKOH

NH,

It is also observed from table 1 that first and second stability constants of ML and ML,
complexes followed the order.

mercury(Il) > nickel(Il) > lead(II)

The values of K, are found to be lower in comparison in K, in each case, this may be due to the
decrease in coordinating tendency of ligand with higher state of aggregation'”"*. High stability
constant values of the mercury(Il) oi-aminobutyric acid complexes indicate strong bonding
between the mercury(Il) cation and the o-aminobutyric acid anion. Whilst low stability
constant values of lead(II) ci-aminobutyric acid complexes indicate weak bonding between
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the lead(Il) cation and -aminobutyric acid anion. The proposed structure for the ML,
complexes may be given as:

H
N2

NV

CH—CH;—CH3

VAV,

0

HSC— HaC—HC

CONCLUDING REMARKS

Following conclusions can be shown from the present study.

kAW

oo~

Mercury(II), nickel(II) and lead(II) are significant for biological systems but as such they
are toxic, the oi-aminobutyric acid may be used to reduce the level of these metal ions in
the biological systems.

Mercury(Il) o -aminobutyric acid and lead (II) oi-aminobutyric acid couples are found to
have maximum and minimum stability constant values, respectively.

ML, binary complexes are found to have low stability constant values and less stable in
comparison to ML complexes.

The present ionophoretic technique is very helpful in finding that complex system is
formed or not, and if formed its stability constants can also be determined.

Stability constants of metal complexes can be very easily calculated by this technique, of
the present paper electrophoretic technique has significant advantages over the other
physicochemical methods reported in chemical literature for the determination of
stability constants of metal complexes.
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AISLAMIENTO DE ACIDO USNICO Y PARIETINA DE Caloplaca
saxicola HOFFM

Olivio Castro Manduj anol*, Ana Pastor de Abraml, Ingrit E. Collantes Diaz’

RESUMEN
En el presente trabajo se investigo la Caloplaca saxicola (Hoffm.), recolectada cerca de la
laguna de Chinchaycocha (Carhuamayo - Cerro de Pasco), a una altitud de 4100 msnm. A 240
gramos de muestra, se sometié a una extraccion acetoénica por maceracion; se procedid a
separar diversos componentes del extracto, empleando la cromatografia en columna, con el
sistema cloroformo-acetona aumentando la cantidad de acetona; luego, las fracciones
obtenidas se purifican empleando técnicas cromatograficas y recristalizaciones. Finalmente,
se elucidaron y se determinaron las estructuras de los so6lidos obtenidos, analizando sus
espectros de IR, RMN H', RMN C" y EM; éstos son: 4cido tisnico y parietina.
Palabras clave: Liquen, Caloplaca saxicola, 4cido usnico, parietina.

ISOLATION OF THE USNIC ACID AND PARIETIN OF THE
Caloplaca saxicola HOFFM

ABSTRACTS
In the present work there was investigated the Caloplaca saxicola (Hoffm.), gathered near
Chinchaycocha's lagoon (Carhuamayo - Cerro de Pasco), to an altitude of 4100 msnm. To 240
grams sample, it surrendered to an extraction acetonic for maceration; one separated diverse
components of the extract, using the chromatography in column, with the system chloroform -
acetone increasing the quantity of acetone; then, the obtained fractions they purified using
chromatographic techniques and recrystallizations. Finally, they were elucidated and there
decided the structures of the obtained solids, analyzing his spectra of IR, HNMR, C"NMR,
and MS; these are: usnic acid and parietin.
Key words: Lichen, Caloplaca saxicola, usnic acid, parietin.

INTRODUCCION

El liquen es un organismo simbidtico conformado por un hongo y un alga; se estima que
existen aproximadamente 18500 especies; pueden ser encontrados desde las regiones articas
hasta las tropicales, desde planicies hasta regiones montafiosas y bajo condiciones acuaticas y
desérticas. Se presenta sobre rocas, corteza, hojas de arboles, suelos, etc. Producen una gran
variedad de metabolitos primarios como carbohidratos, aminoacidos y metabolitos
secundarios (esteroides, terpenos, cromonas, xantonas, naftoquinonas, antronas,
antraquinonas etc.). Muchos de ellos son caracteristicos o propios de los liquenes; se les llama
compuestos liquénicos, existiendo aproximadamente 1050 metabolitos secundarios ya
identificados; ellos son agrupados de acuerdo al tipo de estructura, denominandose dépsidos,
depsidonas, 4cidos iisnicos y dibenzofuranos’.

" Pontificia Universidad Catolica del Peru, Departamento de Ciencias - Seccion Quimica.
Av. Universitaria 1801, San Miguel, Lima 32, Pert ocastro@pucp.edu.pe.
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Recientemente hay un gran interés en el tefiido textil con pigmentos naturales por su alta
compatibilidad y su no toxicidad. Las antraquinonas son compuestos empleados para estos
fines; por ello, actualmente, se estan realizando investigaciones en el cultivo de liquenes a
partir de hongos’. En una investigacion de la especie Rumex crispus fue aislado la
antraquinona parietina, la cual tiene actividad antifingicade 30 a 10 pg/mL, valor que la hace
tan eficiente como el fenarimol y el polioxin®. El acido tsnico es un metabolito secundario
propio de liquenes; presenta actividad inhibidora de tumores; es analgésico, también se usa
como conservante de cremas cosméticas’.

El articulo de revision del género Caloplaca’ reporta el estudio de antraquinonas en 253
especies, de las cuales 226 de ellas reportan la presencia de parietina y solo cinco presentaban
acido usnico; en este estudio no estaba incluido la especie C. saxicola. El objetivo de este
trabajo es abordar la identificacion de los componentes mayoritarios del liquen C. saxicola
porque hasta hoy en dia no se encontro estudio fitoquimico de la especie en estudio.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta dela muestray laidentificacion taxonémica

El liquen estudiado se encontrd sobre piedras, en el distrito de Carhuamayo, provincia Cerro
de Pasco, departamento de Junin, a una altitud de 4100 msnm, cerca de la laguna de
Chinchaycocha. La determinacion taxonémica (tabla 1) fue realizada por la Dra. Ménica T.
Adler de la Universidad de Buenos Aires, Argentina. C. saxicola (figura 1), pertenece a la
familia Teloschisteceae, la cual consiste de tres pequefios géneros: Teloschistes, Xanthoria y
Fulgensia, y ademas, de un género amplio, llamado Caloplaca con mas de 1000 especies
reconocidas. El género Caloplaca tiene seis subgéneros: Pyrenodesmia, Leproplaca,
Gasparrinia, Xanthocarpia, Gyalolechia y Caloplaca’. La especie C. saxicola Hoffm., es un
liquen crustaceo areolado en el centro y hacia los margenes, formando lobulos anaranjados;
tiene apotecio circular, plano, sésil de 5 mm diametro, con borde talino y epitecio anaranjado.
Talo con cortex superior, heteromero con clorobionte Trebouxia sp. Apotecio lecanorino asca
con ocho ascosporas elipsoidales; parafisis con septos y ramificacion en el apice. Talo K +
(purpura). Habita en laderas pedregosas y cumbres rocosas".

Tabla 1.- Identificacion taxonomica de C. saxicola

Reino Fungi

Clase Lecanoromycetes

Familia Teloschisteceae

Género Caloplaca

Especie Caloplaca sax icola (Hoffm.)
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Figura 1. Liquen C. saxicola.

Aislamiento del acido tisnico y parietina

La muestra limpia, seca y molida (240 g), se sometié a una extraccion acetonica por
maceracion por dos veces; el extracto fue concentrado en rotaevaporador hasta un volumen de
25 mL; luego fue concentrado con nitrégeno hasta sequedad (2,35 g), obteniéndose un
extracto pastoso, el que fue sometido a cromatografia en columna, usando como fase
estacionaria silica gel y como fase mévil la mezcla de solventes cloroformo:acetona, con
polaridad creciente en la siguiente proporcion: 10:0,9:1, 8:2,7:3,6:4, ..., 1:9,0:10, se calculd
80 fracciones, las cuales fueron sometidas a cromatografia en capa delgada (sobre
cromatofolios de silica gel eluyendo con mezcla de solventes tolueno:acetato de etilo:acido
acético glacial (6:4:1) y se revela con una solucion de metanol acido al 10% con (4cido
sulftirico) seguida de calentamiento; fueron reunidas las fracciones desde 23 hasta 34 y desde
65 hasta 72 por separado, ya que contenian un solo compuesto cada una de ellas, después de
sucesivas etapas de purificacion se obtuvo dos compuestos cristalinos de color amarillo y
naranja, respectivamente.

Determinacion del punto de fusiéon

El punto de fusion del 4cido uisnico fue determinado en un aparato Fisher-Johns.

Analisis por Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

Los espectros de UV-Visible fueron registrados entre 250 — 700 nm en un espectrofotdémetro
Ultravioleta-Visible, Lambda 2, L.A, Perkin Elmer. El solvente utilizado para diluir la
muestra fue etanol de grado para analisis, de Merck.

Analisis InfraRojo (IR)

Los espectros de IR fueron obtenidos con el Espectrémetro Infrarrojo, FT - IR, serie 1600,
Perkin Elmer. Se prepararon pastillas de bromuro de potasio (KBr) que contenia una
muestra al 3,5%.

Analisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

Los cromatogramas fueron hechos en un cromatégrafo de marca Kontron HPLC 450 con
detector UV 430 y autoinyector 360; fue usada como fase estacionaria una columna
Spherisorb 5 ODS Kontron de Spum, 250 x 4,6 mm a temperatura ambiente. La muestra fue
inyectada (20 pL de 0,02mg/mL), solubilizada en acetona, usando como fase movil el
solvente A: agua bidestilada 1% H,PO, y solvente B: MeOH 100%. La corrida para eluir los
compuestos usoé inicialmente Sol. B al 30% por 1minuto; después de 14minutos alcanzo el
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70%; luego en los 15 minutos siguientes, llegd al 100% de sol, eluyendo 18 minutos
adicionales. Los compuestos fueron detectados a 245nm.

Analisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear 'H y de "C fueron registrados en un
espectrometro Varian INOVA DPX-300, operando a 300 y 75 MHz. Los espectros fueron
obtenidos en CDCl,.

RESULTADOS Y DISCUSION

® OH O CH,

Figura 2. Estructura molecular del acido Gisnico.

Los cristales en forma de agujas de color amarillo (300 mg) provenientes de las reunion de las
fracciones 23-34 son solubles en CHCI, poco soluble en MeOH y Me,CO, con punto de fusioén
de 203-204°C. Estos datos preliminares indican que se trataria del 4cido isnico, ya conocido
para los autores, figura 2. Se obtuvo un espectro de UV-Vis en etanol, figura 3; comparando
este espectro con el de la literatura’ presenta concordantes maximos de absorbancia.

Este compuesto fue inyectado en un equipo CLAE, comparado con un patrén de 4cido tsnico
siguiendo el método establecido en la literatura'’, la comparacion con el patron indicaba que se
trataba del acido Gisnico con retencion 28,103 min.

Absorbance

200 " 250

300 77350
Wavelength (nm)

Figura 3. Espectro de UV-Vis del acido usnico.
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El espectro de RMN 'H (figura 4) presenta sefiales caracteristicas de grupos metil con
desplazamiento quimico en 1,76 ppm del C-13;2,09 ppm del C-16y 2,67 ppm C-15y C-18,
una sefal en 5,98 ppm del hidrogeno de C-4, las sefiales a 11,02 ppm del hidrogeno OH del C-
10; 13,31 ppm del hidrégeno OH del C-8 y 18,84 ppm del hidrogeno del C-3, tabla 2, compara

estos resultados con los de la literatura

11,12,13

Tabla 2. Desplazamiento quimico del espectro de RMN 'H y RMN “C del acido tisnico.

H e H &)
d (ppm) % (ppm) % (ppm) % (ppm)
1 - 198,02 10 11,02 s 163,85
2 - 179,33 11 - 105,19
3 18,84 s 155,17 12 - 59,04
4 598 s 98,29 13 1,76 s 27,87
5 - 101,49 14 - 200,29
6 - 191,68 15 2,67 s 32,09
7 - 109,28 16 2,09 s 7,51
8 13,31 s 157,47 17 - 201,75
9 103,92 18 2,67 s 31,25
(|
ppm 19 A8 A7 16 15 14 13 4z 40 e 7T e s 43 2 4.0

Figura 4. Espectros de RMN 'H del acido usnico en CDCI, a 300 MHZ
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Figura 5. Espectros de RMN “C del 4cido tsnico en CDCI, a 75 MHZ.
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El espectro de RMN “C (figura 5) presenta 18 carbonos, 4 de ellos de grupos metilos, uno
esta protegido en campo alto a 7,51 ppm de C-16; 27,87 del C-13; 31,25 del C-18; 32,09 ppm
del C-15; un pico en 59,04 ppm, caracteristicos de carbono cuaternario C-12; las sefiales de los
grupos carbonilos en 198,02 ppm C-1; 200,29 ppm C-14 y 201,75 ppm C-17, tabla 2. El
analisis espectroscopico confirma que el metabolito aislado es el acido usnico.

Los cristales con forma de agujas de color anaranjado (126 mg) provenientes de la reunion de
las fracciones 65-72, son solubles en CHCl,, MeOH y Me,CO. El espectro de UV-Vis (figura
6), en etanol (0,01%), dio valores de absorbancia maxima a 223, 251, 264, 287 y 433 nm,
confirmando una estructura fuertemente conjugada.

En el espectro IR (en KBr), figura 7, se observan bandas de absorciéon a 3438 cm™ OH, 3035
cm’ vibracién C-H aromatico, 2921 cm™ vibracion asimétrica del CH, 2844 cm™ vibracion
simétrica de CH, 1691cm™ C=0; 1630 cm™ C=C conjugado; 1295 cm™ y 1035 alargamiento
del C-O-C simétricoy antisimétrico'.

Este compuesto fue inyectado en un CLAE (el cromatograma obtenido es la figura 8) y fue
comparado con un patrén de parietina siguiendo el método establecido por la literatura'; la
comparacion de los tiempos de retencion (31,732min) con el patron, indicaba que se trataba de
parietina (figura 9); lo que se comprobd con el analisis de los otros espectros.

223 ;

Absorbance

" "200 20 73 0 400 450 500

0 35
Wavelength (nm)

Figura 6. Espectro de UV-Visible de parietina en etanol (0,01%).
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Figura 7. Espectro infra rojo de parietina
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31.732

140

120

parietina

Figura 9. Estructura molecular de parietina.

El espectro de RMN "C (figura 10) presenta 16 carbonos: a 22,13 de CH, a 56,06 ppm de
metoxilo C-16; 190,79 ppm y 181,99 ppm caracteristicos de carbonilos de cetona y 12 picos
entre 167 y 106 ppm de carbonos aromaticos. Por esta informacién se propone que la
estructura posea 2 anillos bencénicos, con sustituyentes CH, y OCH,, pudiendo ser una
estructura derivada de antraquinona.

El espectro DEPT (figura 11) proporciona datos de carbonos enlazados directamente con
hidrégenos; se confirma la propuesta del metilo y del metoxilo; se observa 4 carbonos
aromaticos enlazados a hidrogenos y 10 carbonos cuaternarios; los desplazamientos quimicos
124,49; 121,26; 133,22; 135,26 ppm son carbonos CH y a 22,13 y 56,06 ppm se asignan a
CH,y OCH,, respectivamente. Las sefiales a 162,51; 148,43; 133,22; 181,99; 135,26; 166,56;
165,19ppm corresponden a carbonos cuaternarios. Se propone que el metabolito aislado
corresponde a parietina. La comparacion con datos bibliograficos lo confirma y esta
antraquinona se llama 1,8-dihidroxi-6-metoxi-3-metil-9,10-antracenediona.

Rev Soc Quim Peru. 77 (2) 2011



Aislamiento de dcido isnico y parietina de Caloplaca saxicola Hoffm. 159

Tabla 3. Desplazamientos quimicos en espectro de RMN 'H y RMN “C de parietina.

'H “C DEPT 'H “C DEPT
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)

1 - 162,51 C 10 - 106,77 CH
2 7,084d,1,5 124,49 CH 11 - 165,19 C
3 - 148,43 C 12 - 110,27 C
4 7,62d, 12 121,26 CH 13 - 190,79 C
5 7,36 d, 2,4 133,22 C 14 - 113,68 C
6 - 181,99 C 15 245 s 22,13 CH,
7 6,68 d, 2,4 135,26 C 16 3,94 s 56,06 OCH,
8 - 108,19 CH OH-C-1 12,12 s - -
9 - 166,56 C OH-C-11 12,31 s - -

En el espectro RMN 'H (figura 12) se observan las sefiales: CH, en 2,45 ppm singulete (s);
(OCH,) a 3,94 ppm (s); también se observa la presencia de 4 hidrogenos aromaticos a 6,68
ppm H de C-10 duplete (d), con constante de acoplamiento (J) de 2,4 Hz; 7,08 ppm Hde C-2 d
conJde 1,5Hz; 7,36 ppm Hde C-8 dconJde2,4 Hz,y 7,62 ppm H de C-4 d conJ de 1,2 Hz;
estos 4 hidrogenos presentan multiplicidad de hidrogenos acoplando en meta y dos singletes,
correspondiente al grupo OHen 12,12 ppmdel C-1y 12,31 ppm del C-11, como mostramos en
la tabla 3, donde se observaron los hidrogenos con sus respectivas multiplicidades; la
comparacion de estas sefiales con parietina disponibles en la literatura'®'""", permiti6 verificar
que se trataba del mismo compuesto.

-4
=77

"

121.263
-.108.192
—106.768
-56.061

—124.488

181.987
148.430
~—135.262
-133.221

—190.789

113678
| 110267

— - — —— 22130
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Figura 10. Espectro de RMN “C de parietina en CDCI, 75MHz.
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Ch2 down, CH/CH3 up
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ADEPT SPECTUM ANALYSIS

index frequency ppm intensity
1D 9387.6 124.456 45.100
2D 9144.8 121.237 43.730
3D 8158.7 108.164 43.130
4D 8050.2 106.725 47.650
5D 4226.9 56.038 56.025
6D :.668.2 22.116 47.045
Number of protonated carbons : 6
CH : 4
CH2: 0
CH carbons J \‘ CH3: 2
|
[ !
all protonated cafbons j ‘
. J i
R A R R A R AR AR o NI G | o
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
N 13 P
Figura 11. Espectro de RMN “C - DEPT de parietina.
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Figura 12. Espectro de RMN 'H de parietina en CDCI, a 300 MHZ.

CONCLUSIONES
Hasta el momento, el liquen Caloplaca saxicola Hoffm. no presenta ningun estudio
fitoquimico. En este articulo presentamos el aislamiento e identificacion por técnicas
espectroscopicas de los compuestos mayoritarios presentes: el acido usnico (300mg) y la
antraquinona parietina (126mg); estos compuestos han sido por primera vez reportados.
El aislamiento de los metabolitos tuvo un rendimiento de 12,77% para el 4cido usnicoy 5,36%
parala antraquinona parietina.
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INFORMACIONES

A. DelaSociedad Quimica del Peru

i uev ientifi i uimi u
Conferencias delos “Jueves Cientificos” en la Sociedad mica del Per

Tratamiento de muestras, disolucién y analisis cualitativos para determinar el
mejor método para su cuantificacion, dictada por la Quim. Dora Inés Delmas Robles,
Docente de la Facultad de QIQ de la UNMSM, con experiencia de mas de 30 afios en
docenciaen el area de Quimica Analitica Clasica, el dia jueves 17 de marzo del 2011.

Elaguay la salud, dictada por la Dra. Imelda Soriano Lindo, Médico-Cirujano, egresada
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, el dia
martes 22 de marzo del 2011.

AGUAmiga: los nifios, el agua, la ciencia y el desarrollo sostenible, dictada por la Dra.
Maria Luisa Castro de Esparza, Quimica de la UNMSM, Director ejecutivo de los
proyectos AQUAtox y AGUAmiga en Argentina, Brasil, Uruguay y Colombia, el dia
martes 22 de marzo del 2011.

Nuevos alcances de la bioquimica molecular para la identificacién de adulterantes,
transgénicos y para la evaluacion de propiedades funcionales en las investigaciones
con alimentos, dictada por la PHD Patricia Glorio Paulet, el dia jueves 31 de marzo del
2011.

El agua y la salud humana, dictada por la Dra. Rosa Maria Lazo Velarde, Médico
colegiada, Especialista en Salud Ocupacional, el dia jueves 7 de abril del 2011.

Degradacion fotocatalitica de colorantes, dictada por el M.Sc. Quim. Alberto Corzo
Lucioni, Magister en Quimica de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, el
diajueves 14 de abril del 2011.

Sintesis, caracterizacion y actividad biolégica del complejo Cu/Quinina, dictada por
la Dra. Ana Cecilia Valderrama Negron, Docente de la Universidad Nacional de
Ingenieria, Coordinadora de la Escuela Profesional de Quimica, el dia jueves 2 de junio
del 2011.

Ceremonia de instalacion del nuevo Consejo Directivo periodo 2011-2013

El pasado viernes 18 de marzo del presente, en nuestro local institucional, se llevo a cabo la
ceremonia de instalacion del nuevo Consejo Directivo periodo 2011-2013. Juramento en el
cargo de Presidente la Ing. Flor de Maria Sosa Masgo.
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Discurso memoria

Seriores Past-Presidentes Dr. Leonidas Unzueta Romero, Dr. José Amiel Pérez, Dr. Fernando
Quevedo Ganoza, Dra. Olga Lock Sing, Dr. Juan José Leon Cam; ex directivos de la Sociedad
Quimica del Peru. Seiiores representantes de Instituciones Cientificas y Académicas, Sres.
Miembros de la Sociedad Quimica del Peru, Sras. y Sres.

Esta noche es sumamente grata para mi y tiene un significado muy especial el culminar un
periodo presidiendo el Consejo Directivo de la SOP e iniciar uno nuevo gracias a la confianza
depositada por ustedes en mi persona para dirigir a nuestra institucion por dos arios mas.
Permitanme hacer un pequerio resumen de las actividades realizadas durante el periodo
marzo 2009 - marzo 2010.

Jornadas

En Junio del 2010 se llevaron a cabo las X Jornadas de Bromatologia y Nutricion, las cuales
tuvieron, el nombre: “Teresa Blanco Blasco de Alvarado-Ortiz”. En aquella oportunidad, las
Jornadas se realizaron en la ciudad de Huacho y fueron organizadas conjuntamente con la
Universidad José Faustino Sanchez Carrion y presididas por la Dra. Ana Maria Murioz
Jauregui. Este evento conto con la participacion de distinguidos profesionales investigadores
einvitados nacionales e internaciones, alcanzando un éxito notable.

Aniversario de la Revistade la SQP

Se celebro el septuagésimo quinto aniversario de la Revista de la SOP, que se mantiene
ininterrumpida en su edicion, y regular e inalterable en su alto contenido cientifico.
Actualmente, su oportuna publicacion se la debemos al M.Sc. Luis Valles Fernandez, editor
permanente, y al Dr. Mario Ceroni Galloso, Presidente de la Comision de Publicaciones.

Conferencias

Nuestras Conferencias de los Jueves Cientificos han ido creciendo tanto en temas como en
concurrencia, y podemos decir que tenemos un publico cautivo conformado esencialmente
por jovenes, futuros profesionales. Durante este periodo, se han dictado 40 conferencias,
contando con la presencia de destacados profesionales especialistas en las dreas
involucradas.

Los temas tratados en las conferencias han sido variados y han satisfecho las expectativas de
los participantes. Seria extenso mencionar cada una de ellas, mas hemos de remarcar siempre
la desinteresada participacion de cada uno de los ponentes. Las materias cubiertas se
extendieron a una amplia gama que incluyen la quimica ambiental, la quimica de
coordinacion, la nanociencia, la nanotecnologia, la quimiometria, la quimica del cemento,
productos naturales, la electroquimica, la gastronomia molecular, entre otros. Asimismo,
cubrieron aspectos muy interesantes, tales como: “Qué se necesita para ser un quimico
exitoso”, “Qué rol cumple la Quimica Cuantica en el desarrollo de la Quimica moderna”,
“Contribuciones de la Quimica Inorganica a la Medicina”, entre otros. Agradezco a la
Comision de Actividades Cientificas por su invalorable y constante dedicacion, la cual estd
presidida por la Dra. Ana Maria Murioz y conformada por la Ing. Carmen Rodriguez Besty la
Ing. Ana Maria Osorio.

Cursos

Igualmente, se han dictado los siguientes cursos.

o Curso Taller: “Buenas practicas de laboratorio (BPL) para el manejo seguro de

sustancias y residuos quimicos”. A cargo del Mg. Jorge Eduardo Loayza Pérez. 10, 12y
14 de agosto del 2009.
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o “Actualizacion en topicos selectos de quimica”, desarrollado por Catedraticos de la
Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la UNMSM. 26 de octubre al 6 de
noviembre del 2009.

o “Actualizacion en topicos selectos de quimica”. Expuesto por catedrdticos de la
Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la UNMSM. 1 al 12 de febrero del 2010.

o Curso Taller: “Seguridad en el Laboratorio Quimico e identificacion de peligros y
evaluacion deriesgos (IPER) . Expuesto por el Ing. Guillermo Jaramillo Carpio. 19y 26

dejuniodel 2010.

e “Buenas prdcticas de laboratorio”. Excelente participacion de la Quim. Angélica
Rodriguez Best. 30 de octubre del 2010.

o “Enfoque moderno de la quimica basica en el aiio internacional de la quimica”.

Desarrollado por catedraticos de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la
UNMSM. 17 al 22 de enero del 2011.
Por otro lado, debo agradecer a la Presidenta de la Division de Educacion Quimica, Ing. Ana
Maria Osorio, por su constante trabajo en la organizacion de cursos para profesores de
Educacion Secundaria.
La SOP participo, ademas, en el XVIII Encuentro Cientifico Internacional de Verano,
ECI2011v. Asi, el 6 de enero de este aiio, organizo conjuntamente con el Colegio de Quimicos
del Peru, la sesion del “Ano Internacional de la Quimica”.

Congresos nacionales

Por otro lado, como es costumbre cada dos anos, en el aiio 2010 se organizo el XXV Congreso
Peruano de Quimica, “Ing. M.Sc. Dionisio Ugaz Mont”, presidido por el Dr. Mario Ceroni
Galloso, el cual se llevo a cabo en el Centro Cultural de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, con la asistencia de 350 personas entre alumnos, docentes universitarios,
profesionales y socios. Se desarrollaron 33 conferencias paralelamente en tres ambientes. En
esta ocasion contamos con la participacion de distinguidos profesionales investigadores e
invitados nacionales e internaciones. Recordemos que una Mesa Redonda sobre Legislacion
e Investigacion en Productos Naturales se realizo en el Congreso de la Republica. Hemiciclo
de Raul Porras Barrenechea, con la asistencia de congresistas y el Ministro del Ambiente.

Se desarrollaron 4 cursos durante el Congreso y uno antes del mismo. Paralelamente al
Congreso, se realizo la exposicion de equipos y servicios de las empresas en el evento
QUIMITEC 2011 que estuvo a cargo de la Ing. Ana Maria Osorio. Nuestro mas profundo
agradecimiento y felicitaciones al Dr. Mario Ceroni y a todo su Comité Organizador por el
trabajo desplegado en la organizacion de dicho evento.

Gracias a lo exitoso que resulto el evento se adquirio algunos equipos de computo para la
Institucion.

XXIX Congreso Latinoamericano de Quimica-CLAQ 2010

Realizado del 27 de setiembre al 01 de octubre en Cartagena de Indias, Colombia. La
Sociedad estuvo representada por una delegacion de 22 miembros acompanando a la
Secretaria Ejecutiva de la FLAQy Past-Presidenta de la SOP, Dra. Olga Lock Sing.

Licencia de funcionamiento

Debido a las gestiones de nuestro Director Administrativo, Quim. Neptali Ale Borja, la SQP
ya cuenta con su licencia de funcionamiento. Siendo ésta una preocupacion de anteriores
directivas, hoy es una realidad.
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Captacion de nuevos socios

La Comision de captacion de socios presidida por el Ing. Manuel Otiniano realizo un trabajo
encomiable y gracias a ello se logro la inscripcion de nuevos integrantes a nuestra
institucion.

Administraciony economia

Quiero extender nuestra gratitud al Dr. José Amiel Pérez, por su infatigable labor como
Presidente de la Comision de Economia y Finanzas.

Aiio Internacional de la Quimica

Elaiio 2011 ha sido declarado por la ONU como el Aiio Internacional de la Quimica. Ello nos
llevo a nombrar una comision presidida por la tenaz Dra. Olga Lock para establecer un
calendario de las actividades que se llevaran a cabo durante este ario.

Estoy convencida de que entre los miembros del Consejo Directivo hay mas posibilidades de
versatilidad, creatividady entusiasmo, que las que ellos mismo pudieran creer. Esto me anima
a seguir en el nuevo Consejo Directivo, en la dindamica de crecimiento de la difusion de la
ciencia quimica. De esta manera, la SQP podra ser visualizada como lo que realmente es: una
gran riqueza del pais, por la noble labor de sus integrantes que, logicamente, afecta
positivamente en su actividad difusora de investigacion e informacion quimica.

Espero que cuando llegue el momento de efectuar el nuevo balance de la tarea realizada,
podamos estar todos satisfechos y orgullosos de haber contribuido al desarrollo y difusion de
la quimica en nuestro pais, y éste a su vez, esté satisfecho y orgulloso de su Sociedad Quimica
yde su Consejo Directivo.

Muchas gracias a todos ustedes, cuya presencia es evidencia del respaldo y confianza
necesarios para llevar a cabo nuestra tarea.

Ing. Quim. Flor de Maria Sosa Masgo
Presidente SOP
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Nuevo Consejo Directivo 2011-2013

Comisiones del Consejo Directivo periodo 2011-2013

Comision de Economia y Finanzas. Presidente: Dr. José Amiel Pérez
Comision de Publicaciones. Presidente: Dr. Mario Ceroni Galloso
Comision de Actuaciones Cientificas. Presidente: Dra. Ana Maria Mufloz Jauregui

“Ceremonia de Reconocimiento a la Trayectoria de la Mujer en el Campo de la
Quimica”

El “Afio Internacional de la Quimica 20117, coincide con el centenario del Premio Nobel
otorgado a Marie Curie por sus aportes a la quimica. En este contexto, la Sociedad Quimica del
Perti llevoé a cabo, el pasado 5 de mayo, en el Auditorio “José Faustino Sanchez Carrion” del
Congreso de la Republica, la “Ceremonia de reconocimiento a la trayectoria de la mujer en el
campo de la Quimica”.

Se hizo entrega de una placa recordatoria a nueve damas que han destacado por su trayectoria
profesional. En el area de la Quimica: Dra. Lucia Pozzi Escot de Herold, Quim. Carmen Ruiz
de Pardo y Quim. Angélica Best de Rodriguez; en el area de Quimico-Farmacéutico: Dra.
Bertha Pareja Pareja, Dra. Teresa Blanco Blasco de Alvarado-Ortiz y Dra. Teresa Cocchella
Vera; en el area de Ingenieria Quimica: Ing. Quim. Carmen Catter de Bueno, Ing. Quim.
Carmen Sinfén de Torres y Dra. Olga R. Lock Sing de Ugaz. Nuestras mas sinceras
felicitaciones para estas nueve profesionales.

Este evento contod con el auspicio de Coca Cola Servicios del Perti, N'Reps S.R.L. (D'Marco),
L'oreal Pert S.A., Ajinomoto del Perd. Asimismo, expresamos nuestro agradecimiento a la
congresista Dra. Fabiola Palomino, por las facilidades para el uso del Auditorio.



168

Homenajeadas: Derecha: Dra. Teresa Cocchella Vera, Dra. Bertha Pareja Pareja, Dra. Teresa Blanco
Blasco de Alvarado-Ortiz, Quim. Angélica Best de Rodriguez, Ing. Flor de Maria Sosa (Presidente
SQP), Dra. Olga Lock de Ugaz, Quim. Carmen Ruiz de Pardo, Ing. Quim. Carmen Catter Bueno y Ing.
Quim. Carmen Sinf6n de Torres.

Curso: “Gestion de sustancias quimicas, manejo de reactivos, calculos de los IPER y
buenas practicas de laboratorio”

Siendo la Quimica una Ciencia Experimental, cuya metodologia se desarrolla en los
laboratorios, es necesario contar con una serie de normas que eviten los accidentes y/o
potenciales situaciones de gravedad en el ambito de trabajo. Mediante estas normas
documentadas se contribuye a la identificacion sistematica de riesgos con el fin de estimar y
valorar el sistema de trabajo en el laboratorio. Esta practica, a su vez, conduce hacia la
excelencia, no sélo en los servicios de laboratorio sino también en los resultados de un trabajo
de investigacion. Con la finalidad de poner a disposicion del publico interesado un tema de
mucho interés, se llevo a cabo este curso, dictado por el Ing. Guillermo Jaramillo Carpio,
realizadoel 7y 14 demayodel 2011.

Convenio marco de cooperacion interinstitucional entre la Sociedad Quimica del Peruy
laAcademia Nacional de Ciencias

Con el objetivo de realizar acciones conjuntas para el logro de sus fines institucionales, asi
como para contribuir al desarrollo de la actividad cientifica y tecnoldgica del pais, en
particular de la Quimica y la Ciencia de Materiales, se llevo a cabo la firma de este Convenio.
Lo suscribieron el Presidente de la Academia Nacional de Ciencias, Dr. Roger Guerra-Garcia
Cuevay la Presidente de la Sociedad Quimica del Peru, Ing. Flor de Maria Sosa Masgo, el 1
dejunio del presente afio.
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“Aiio Internacional de la Quimica”

En el marco de estas celebraciones, la Sociedad Quimica del Pert ha programado, en el mes de
junio, el Ciclo de Conferencias: “La Quimica en sus diversas aplicaciones”.

- Quimica Ambiental: “Mitigacion del calentamiento global mediante la gestion
responsable y sostenible de sustancias quimicas”, dictada por el Mg. Jorge Eduardo
Loayza Pérez, el dia 09 de junio del 2011.

- Quimica de Productos Naturales: “Desafios y logros en la investigacion de productos
naturales”, dictada por la Dra. Olga Lock de Ugaz, el dia 16 de junio del 2011.

- Quimica Alimentaria: “Quimica e inocuidad de los alimentos: una relaciéon amor/odio”,
dictada por el Dr. Fernando Quevedo Ganoza, el dia 23 de junio del 2011.

- Bioquimica Molecular: “Genotipificacion del virus de la hepatitis C”, dictada por la Mg.
Ana Hurtado Alindes, el dia 24 de junio.

- Nanotecnologia: “El aporte de la quimica en el desarrollo de la nanotecnologia”, dictada
por laIng. Ana Maria Osorio, el dia 30 de junio del 2011.

Foro Internacional sobre “La Quimicay el desarrollo sostenible”

En el marco de las celebraciones del “Afio Internacional de la Quimica”, hemos unido
esfuerzos con la Sociedad Nacional de Industria, UNESCO, Universidades, Colegios
Profesionales, Ministerio del Ambiente - MIMAM, Ministerio de Energia y Minas -MINEM,
Ministerio de Educacion, Ministerio de la Produccion y la Academia Peruana de Ciencias para
la organizacion del Foro internacional sobre “La Quimica y el desarrollo sostenible”, que se
realizara del 19 al 21 de octubre del presente aflo, en nuestra ciudad capital. El objetivo
principal de este evento, es sensibilizar al piblico en general, acerca del aporte de la Quimica
al desarrollo sostenible y al bienestar humano. El Comité Organizador esta presidido por la
Dra. Maria Luisa Castro de Esparza.

Sensible pérdida:
Con profundo pesar comunicamos el fallecimiento del socio:
- Quimico Félix Garcia Mesones

La Sociedad Quimica del Pert, expresa sus mas sentidas condolencias a sus familiares y
amigos por tan irreparable pérdida.
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B. Otras informaciones
Rector dela UNMSM, Dr. Pedro Cotillo Zegarra

Elpasado 31 de mayo, en el Salon General del Centro Cultural de San Marcos, el doctor Pedro
Cotillo Zegarra asumio el cargo de Rector de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
con la presencia de la comunidad sanmarquina, encabezada por su antecesor el doctor Luis
Fernando Izquierdo Vasquez. En este acto el Dr. Cotillo expres6 que su gestion tendra como
objetivos estratégicos generales: la formacion integral y competitiva de los estudiantes para
que sean lideres en su especialidad; contar con una plana docente de alto nivel; enfatizar la
investigacion cientifica, tecnologica y humanistica.

La Sociedad Quimica del Peru expresa sus sinceras felicitaciones al Dr. Pedro Cotillo Zegatrra,
por su reciente eleccion como Rector de la Universidad Decana de América para el periodo
2011-2016. Asimismo, saludamos la designacion de la Dra. Antonia Castro Rodriguez, como
Vicerrectora Académica (e) y al Dr. Bernardino Ramirez Bautista, como Vicerrector de
Investigacion (e).
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Dr. Mors, Walter B. (Brasil)

Dr. San Feliciano, Arturo (Espafia)

Dr. Suwalski, Mario (Chile)

Dr. Vicente Pérez, Santiago (Espafia)



July 30 to August 7, 2011

“Chemistry Bridging Innovation Among

the Americas and the World”

The Colegio de Quimicos de Puerto Rico is hosting the 2011 IUPAC World Congress on July 30 - August 7,
2011 at the Puerto Rico Convention Center. We are working in the develoment of the general program and
related activities associated with the event.

Seven Nobel Laureates will be joining us as Plenary Speakers

Aaron Ciechanover Richard R. Ernst Robert H. Grubbs
Nobel Laureate 2004 Nobel Laureate 1991 Nobel Laureate 2005

¥

e . .
Roald Hoffmann Mario J. Molina Richard R. Schrock Ada E. Yonath
Nobel Laureate 1981  Nobel Laureate 1995 Nobel Laureate 2005 Nobel Laureate 2009

Mark your calendars now and plan to celebrate

with us at IUPAC 2011!
Sponsorships available ‘E
International Year of
Call for Symposia is still open CHEMISTRY
2011
n - Ke Advancing Worldwide Chemistry
SPO nsors: E‘i i+~ Agilent Technologies G@ < ACS N m}.{}{gt?!gmm

Information: www.iupac2011.org or email: info@iupac2011.org



