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Editorial

Homenaje al Dr. José Matias Manzanilla Barrientos, a los 100 afios de
promulgada la Ley de Accidentes de Trabajo, N° 1378

Hace ya un siglo, exactamente el 20 de enero de 1911, durante el gobierno de Augusto B.
Leguia, que se promulg6 en el Pert la Ley 1378, donde queda establecido la llamada doctrina
del riesgo de los accidentes de trabajo: “La responsabilidad econémica debido a lesiones,
incapacidad fisica y muerte que sufran los obreros y empleados en el desempeiio de sus
prestaciones laborales, la asumira el empresario, aun si no existiera culpabilidad por parte de
éste, o si ellano se llegara a demostrar”. Esta teoria del riesgo profesional surgié en Europa y
USA amediados del siglo XIX, debido a que el progreso de la actividad industrial ocasionaba
frecuentes accidentes y muertes de los operarios y trabajadores de las empresas.

Fue en el afio 1884 cuando en Alemania se aprob6 la Ley del Seguro de Accidentes de Trabajo,
cuya base sustentatoria fue la llamada responsabilidad objetiva del empresario, donde todo
accidente laboral debe quedar cubierto por un seguro social financiado por el empleador. En
los aflos siguientes, otros paises europeos fueron recogiendo la teoria del riesgo profesional en
su normativa laboral. En América Latina el Pert fue el primero que la establecié en 1911;
Chileen 1925, y en afios posteriores, el resto de los paises.

LaLeydel aiio 1911 fue posible gracias al diputado José Matias Manzanilla Barrientos (1867-
1947), ilustre peruano y brillante orador parlamentario, siempre presente en la historia de la
seguridad laboral en el Pertl. Hizo sus estudios escolares en el Colegio San Luis Gonzaga.
Anos después, en 1890, optd el grado de bachiller en Jurisprudencia en la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos; al afo siguiente logra el grado de bachiller en Ciencias
Politicas; el 9 de diciembre de 1892 se recibe como abogado ante la Corte Superior de Lima, y
en 1895 obtiene el grado de Doctor en Ciencias Politicas. Fue catedratico de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos y posteriormente, Decano de la Facultad de Ciencias Politicas
y Administrativas. En 1924 fue elegido Rector interino. En opinion de Jorge Basadre,
Manzanilla, aparte de su actividad parlamentaria, encarné en San Marcos una etapa netamente
conservadora. En 1927 ocup6 el cargo de Rector titular. Fue obligado a renunciar en 1928
debido a la reforma universitaria de Leguia. Retoma como Rector en 1930, dejando la
universidad al afio siguiente por problemas politicos.

Manzanilla fue también varias veces Decano del Colegio de Abogados de Lima.
Sanchezcerrista de corazon y representante ilustre del civilismo, fue miembro del Partido
Civil y elegido diputado en tres oportunidades por la provincia de Huallaga, entre 1896 y
1904; por Lima de 1905 a 1908, por Ica, en 1909 y 1919. También ejercio la Presidencia de la
Céamara de Diputados en 1916. Tuvo una fructifera labor parlamentaria. Muchos de sus
proyectos de ley laborales salieron a luz en esos afos. A solicitud del Presidente José Pardo
redacta 10 proyectos de ley laborales: 1) Higiene y seguridad de los trabajadores. 2) Trabajo
de los ninos y las mujeres. 3) Descanso obligatorio. 4) Horas de trabajo. 5) Indemnizacion por
los accidentes de trabajo. 6) Contrato de trabajo. 7) Contrato de aprendizaje. 8) Asociaciones
industriales y obreras. 9) Huelgas, conciliaciones y arbitrajes. 10) Junta nacional del trabajo.

El proyecto de Ley de Accidentes del trabajo pasoé por muchos avatares en el Congreso. Fue
tildado de tener una orientacion socialista, de dificil adaptaciéon en nuestro pais, que
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disminuiria la industria. Pero Manzanilla conté con aliados, como el senador Luis Miro
Quesada de la Guerra, el diputado Carlos Losa y Quifiones y otros. Manzanila defendio su
proyecto ardorosamente, llegando a pronunciar las siguientes palabras: ““Yo no quiero hacer la
sombria pintura de las familias en la miseria y de los pobres invalidos mendigando la caridad
publica. Renuncio a todos los ropajes retoricos que pudieran dar brillante envoltura a esta
exposicion. Yo me limito a sostener que si la industria produce esos dafios, ella debe
repararlos”. La Camara de Diputados aprobo el proyecto con algunas modificaciones el 5 de
setiembre de 1908. El Senado también lo aprobd, con modificaciones de varios articulos. Por
finel 20 de enero de 1911 fue promulgada por el presidente Leguia como Ley de Accidentes de
Trabajo, que contenia 82 articulos distribuidos en siete titulos.

Promulgada la Ley y su reglamento, los empresarios aseguraron a sus trabajadores
contratando pdlizas con seguros privados.

Anos después, en 1936, se cred el Seguro Social Obrero, dando cobertura por enfermedad,
maternidad, invalidez, vejez y muerte. No se consideraron los accidentes y enfermedades
ocupacionales. Después de mucho avatares, ¢l 28 de abril de 1971 se emitio el D.L. 18846 que
creo el Seguro de Accidentes de Trabajo y Enfermedades Profesionales a cargo del Seguro
Social Obrero. Sureglamento, DS. 009-2005-TR es publicado el 29 de setiembre de 2005.

El 20 de agosto del presente afio (2011) aparece publicado en el diario oficial El Peruano, la
Ley N° 29783, Ley de Seguridad y Salud en el Trabajo. Esta ley extiende el ambito del
Reglamento anterior, de setiembre del 2005, que era, extrafiamente, so6lo aplicable a la
actividad privada; ahora la ley comprende a todos los empleadores y trabajadores bajo el
régimen laboral de la actividad privada en todo el territorio nacional, trabajadores y
funcionarios del sector ptblico, trabajadores de las Fuerzas Armadas y de la Policia Nacional,
y de trabajadores independientes.

Es de esperar que mientras se elabora el Reglamento de esta Ley, el Ministerio de Trabajo y
Promocion del Empleo capacite bien a los inspectores de seguridad y salud en el trabajo y que
éstos sean profesionales competentes, habilitados en sus colegios profesionales como
quimicos, bidlogos, fisicos o ingenieros, especializados.

El Dr. José Matias Manzanilla Barrientos, considerado por los juristas como precursor del
derecho de trabajo en el Peru y legislador social de innovadoras y avanzadas ideas, para su
época, ejemplo de los abogados laboralistas, recibid merecidos reconocimientos, tales como
la Gran Cruz de la Orden del Sol del Perti, la Gran Cruz de la Orden del Mérito de Chile, la
Gran Cruz de la Corona de Italia y la de Oficial de la Legion de Honor. Una escultura suya,
obra del artista Luis Valdettaro, se puede apreciar al frente del Ministerio de Trabajo de la Av.
Salaverry. Es justo rendirle un homenaje a quien fuera un ilustre diputado que dedico su vida
para que los trabajadores contaran con una cobertura legal adecuada que los protegiera.

Mario Ceroni Galloso
Presidente del Comité Editor
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ESTUDIO DE LA CINETICA DE BIOSORCION DE IONES PLOMO
EN PECTINA RETICULADA PROVENIENTE DE CASCARAS DE
CITRICOS

Victor R. Garcia Villegas' *; Andrea G. Yipmantin Ojedaa’b; Enrique G. Guzman Lezamab’c;
Rodolfo Pumachagua Huertas'; Holger J. Maldonado Garcia™®

RESUMEN
La pectina es una mezcla de polisacaridos que presentan principalmente unidades de acido
galacturonico en su estructura y se encuentra formando parte de la pared celular de vegetales,
como los citricos. Los grupos carboxilicos en su forma anidnica se caracterizan por tener
tendencia hacia la captacion de especies catiénicas como Pb™". La fuente empleada para la
obtencion de pectina, mediante hidrélisis acida (pH 1,4, temperatura: 80°C tiempo: 60 min.),
fueron las cascaras de naranja. Para disminuir la capacidad de hidratacion e hinchamiento de
la pectina cuando se encuentra en medio acuoso se realizo la reticulacion empleando
formaldehido. El rango de pH en el cual se obtuvo la maxima capacidad de sorcion fue 4,5 —
5,5. En la mayoria de los casos el modelo matematico de cinética de pseudo primer orden se
ajustd mejor que pseudo segundo orden a la cinética de biosorcion de plomo en pectina, tanto
para diferentes concentraciones iniciales del metal en la soluciéon, como para diferentes
cantidades de biosorbente.
Palabras clave: biosorcion, pectina, plomo, reticulacion, cinética

KINETIC STUDIES OF LEAD ION BIOSORPTION BY
CROSSLINKED PECTIN FROM CITRUS PEEL

ABSTRACT
Pectin is a mixture of polysaccharides containing galacturonic acid units, as main compound,
into its structure and it is found by forming a part of the vegetables cell wall, such as citrus.
Carboxylic groups in their anionic form are characterized for their binding capacity for
cationic species, such as Pb”". Orange peels were used as a source of pectin, through acid
hydrolysis (pH 1,4, temperature: 80°C, time: 60 min.). For decreasing the hydration and
swelling capacity when pectin is found in aqueous solution medium, crosslinked by using
formaldehyde was made. Maximum sorption capacity was obtained at pH between 4,5 and
5,5. The most of the cases pseudo first order mathematic kinetic model fit it better than Pseudo
second order to kinetic biosorption of lead in pectin for either different initial metal
concentrations in solution or different amounts of biosorbent.
Key word: biosorption, pectin, lead, crosslinked, kinetic

INTRODUCCION
La contaminacion ambiental y el deterioro de algunos ecosistemas han sido intensificados
debido al incremento de la actividad industrial, generando una acumulacién de metales
pesados y compuestos sintéticos. Las aguas residuales provenientes de las actividades
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mineras y metalurgicas son consideradas como la mayor fuente de contaminacion de metales
pesados y la necesidad de métodos econdmicos y efectivos para la remocion de estos metales
ha conllevado al desarrollo de nuevas tecnologias de separacion.' Muchas de estas sustancias
toxicas que contienen metales pesados tienden a persistir indefinidamente en el medio
ambiente, comprometiendo la salud de animales y personas mediante su acumulacion e
ingreso a la cadena alimenticia.” Para remover materia organica de alta masa molecular o
sustancias inorganicas presentes en aguas residuales, se emplea carbon activado como
sustancia adsorbente o resinas de intercambio idnico, los cuales son efectivos, pero tienen alto
costo. Un adsorbente natural de bajo costo es la pectina, la cual presenta una propension a
adsorber metales pesados, tales como Hg, Cd y Pb, que se encuentran como principales
contaminantes de las aguas residuales y de los cuales el plomo es quien presenta mayor
afinidad a la biosorcién en pectina por quelacion.’

Las pectinas estan conformadas por polisacaridos anidonicos heterogéneos que se encuentran
en la pared celular de vegetales.' Estos polisacaridos estin conformados, principalmente, por
unidades de acido 1-4-a—D-galactopiranosilurénico (comunmente llamado 4&cido
a—D—galacturdnico), mediante los cuales algunos de los grupos carboxilo se encuentran
metoxilados.” El mecanismo de biosorcién de plomo en pectinas provenientes de citricos esta
determinado principalmente por el nimeros de grupos de acidos carboxilicos presentes, los
cuales son mayores en pectina de bajo grado de metoxilacion y se encuentran en menor
cantidad cuando tienen altos grados de metoxilacion.’ En la figura 1 se muestra la unién de las
unidades estructurales del acido o—D—galacturdnico y sus derivados metoxilados mediante los
enlaces a-1-4.

El uso de pectinas como biosorbente natural para el tratamiento de efluentes industriales
contaminados con metales pesados puede incrementar su valor. Sin embargo, aunque se
puedan dar un uso similar a las de algunas resinas sintéticas u otros biosorbentes, la pectina
también presenta un grado de solubilidad e hidratacion como para ser usada de manera directa.
Dronnet et al. (1998) demostraron que la reticualcion con formaldehido reduce la capacidad
de hinchamiento y retencion de agua en pectina de pulpa de betarraga; no obstante, disminuye
la capacidad de adsorcion de Zn®' y Pb*".

Por otra parte, la rapidez de fijacion del soluto en el biosorbente es estudiada por la cinética de
biosorcion, la cual expresa el cambio de concentracion del soluto en el tiempo y es definida
por la ley de velocidad. Entre los modelos cinéticos ampliamente empleados por muchos
autores se encuentran el modelo de la cinética de pseudo primer orden o ecuacidén de
Lagergren y el modelo de pseudo segundo orden o ecuacion de Ritchie™.

COOH

Figura 1: Estructura polimérica conformada por unidades de 4acido o—D—galacturénico
y derivados metoxilados unidas entre si por enlaces a-1-4.
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Modelo de pseudo primer orden
Este modelo asume la biosorcion como una reaccion de primer orden en cada uno de sus
reactantes a partir de:

dq;

E = kl(qeq - Qr) (D

Al resolver la ecuacion diferencial tomando en cuenta los limites de integracion desde =0
hastaz=t¢ setiene:

qt = Qeq (1_e_k1t) @)
Donde:

q.,; Cantidad de soluto adsorbido en el equilibrio por unidad de masa de adsorbente, (mg. gh).
q,;: Cantidad de soluto adsorbido en el equilibrio por unidad de masa de adsorbente al tiempo

t,(mg.g).
k;: Constante de velocidad de pseudo primer orden, (min™).

La constante &, se puede determinar por analisis de regresion no lineal de la grafica:
q,Vst.

Modelo de pseudo segundo orden
En el modelo de Pseudo Segundo Orden la ecuacion cinética esta representada por:

dq 2
d_tt = kZ(Cqu - Qt) )

Al resolver la ecuacion diferencial tomando en cuenta los limites de integracion desde ¢ = 0
hasta ¢ = ¢ se tiene:

1
= - 4
qt qeq 1+ k2 t “4)
Donde:
k,;  Constante de velocidad de pseudo segundo orden,
(g.mg".min").

Las constantes k, y g,, se pueden determinar por analisis de regresion no lineal de la grafica: ¢,
VSt.

El objetivo de este trabajo fue encontrar el pH dptimo y el modelo matematico que represente
mejor la cinética de biosorcion de plomo en pectina reticulada extraida de cascaras de naranja.
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PARTE EXPERIMENTAL

Extraccion del material péctico

Se peso y lavd 100 g de cascaras de naranja seca y pulverizada hasta tres veces en 2 L de agua
caliente. Después del tercer lavado se realizo la hidrolisis en 2 L de agua acidulada a pH 1,4,
manteniendo la temperatura en 80° C durante una hora.” Se empleé HCI para ajustar el pH.
Luego se filtro y se retir6 el bagazo. El material péctico fue precipitado afiadiendo al filtrado
un volumen igual de etanol de 96°. La pectina coagulada que se obtuvo después de filtrar el
precipitado fue lavada varias veces con etanol de 96° hasta eliminar la mayor cantidad de
impurezas. Se dejo secar en placas de vidrio a temperatura ambiente (22° C) y se obtuvo el
porcentaje de rendimiento.

Tratamiento con formaldehido

Se suspendiod 13 g de pectina seca extraida de la cascara de naranja en 100 ml de H,SO, 0,1 My
suficiente cantidad de formaldehido hasta obtener una ratio molar (formaldehido/unidades de
acido galacturonico en la muestra) comprendido entre 70 y 100. La suspension se sometid a
reflujo con agitacion en bafio de agua a 50°C. Después de 4 horas, se dejo enfriar a temperatura
ambiente. El residuo fue filtrado y lavado con agua ultra pura, etanol de 96° y acetona.
Finalmente, se dejo secar como se describe en el apartado anterior."”

Obtencién del pH 6ptimo en biosorcién de Pb**

Se prepard 2 L de solucion de Pb(NO,), 100 ppm y se vertieron a 10 frascos de vidrio hasta un
volumen de 100 ml ajustando cada muestra a diferentes pH (1,14; 1,54;2,02;2,51; 3,02; 3,42;
3,95; 4,52; 5,03; 5,66). Se afiadieron 25 mg de biosorbente (0-100um) a cada muestra y se
colocaron, seguidamente, en un agitador mecanico a 250 rpm, durante 72 h y a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, el biosorbente se separd de las muestras mediante
filtracion; se midio el pH final de las soluciones y se procedio a determinar la concentracion
residual de plomo (c,) en dichas soluciones mediante la técnica de Espectrometria de
absorcion atdmica de llama (equipo modelo Perkin Elmer A Analyst 100).

Cinética de biosorcion de Pb*™

Para el estudio de la cinética con diferentes concentraciones de metal se prepararon tres
soluciones de 1L de sal de plomo (II) cada una de 19,2; 37,8 y 55,7 ppm y se ajustd el pHa 5,5
con HNO, 0,5M. Se colocaron las soluciones en un agitador magnético, poniendo 100 mg de
biosorbente (0-100um) en contacto con cada solucion. Seguidamente se procedid a registrar el
tiempo de reaccion, considerando ¢ = 0 el instante en que el biosorbente se pone en contacto
con la solucion. A partir de # = 0 se tomaron muestras de 10 ml periddicamente hasta 7= 600
min. Finalmente, se determind la concentracion de plomo (c,) para cada muestra mediante la
técnica de espectrometria de absorcion atomica de llama (equipo modelo Perkin Elmer
AAnalyst 100).

Para el estudio de la cinética con diferentes cantidades de biosorbente se prepararon tres
soluciones de 1L de sal de plomo (IT) de 53,9 ppm y se ajusté el pH a 5,5 con HNO, 0,5M. Se
colocaron las soluciones en un agitador magnético, poniendo en contacto, con cada solucion,
150,2; 250,4 y 351,7 mg de biosorbente (0-100um). Se determind la cinética de biosorcion
para cada sistema de la misma forma en que se describe para la cinética con diferentes
concentraciones del metal.

Procesamiento de datos
La capacidad de adsorcion se puede determinar mediante la siguiente relacion:

_ V(CO - Ceq)
m
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Donde

q: Capacidad de adsorcion (mg.g")

V: Volumen de la solucion (i)

C,»  Concentracion inicial de plomo (ppm)

C,:  Concentracion del residual de plomo en el equilibrio (ppm)

3

Masa del biosorbente (g)
Para el procesamiento de datos se empled el programa estadistico Origin 6.0

RESULTADOS Y DISCUSION

El pH en el cual se produce la mayor adsorcion corresponde a la presencia de la mayor
cantidad posible de carboxilos en forma anidnica. En la figura 2a se observa que la mayor
adsorcion se produce a valores de pH inicial de la solucién de entre 4,5 y 5,5. Por encima de
esos valores el plomo precipita. La figura 2b muestra valores de pH después de haberse
producido la quelacion de la pectina con el metal. La disminucion del pH después de la
quelacion se debe a la desprotonacion de los grupos carboxilicos de acido galacturénico desde
el momento que se ponen en contacto con el medio acuoso. La disminucion del pH a valores
bajos de pH inicial se hace menos considerable debido a que el exceso de iones H' en la
solucion evita que la mayoria de los grupos carboxilicos se desprotonen.

qvs pH q vs pH final
180 150
160 * o o 160 -
__ 140 . ¢ 140 *
0 120 . 2 120 . *
) 8
2 100 £ 100
w0 gy %ﬂ 30
£ 60 . = 60 *
T T 4
40 . o S
20
o —
0 —
M 0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5 4
0 1 2 3 4 5 6
pH final
pH

Figura 2: a: Capacidad maxima de sorcion (¢) en mg/g diferentes valores de pH al inicio
de la reaccion y b: ¢ a diferentes valores de pH al final de la reaccion.

En la figura 3a se observa que el tiempo de saturacion del adsorbente es menor para el sistema
con mayor concentracion de metal ([Pb] = 55,7 ppm) debido a que existe mayor poblacion de
iones Pb”" para ocupar los sitios activos. En la figura 3b se observa que a una mayor cantidad
de adsorbente (351,7 mg), también aumenta la cantidad de sitios activos para la adsorcion
reflejandose mayor disminucion en la concentracion del metal no adsorbido, en comparacion
con las otras cantidades de biosorbente.

En la figura 4 y la tabla 1 se muestra la cinética y los parametros cinéticos, respectivamente,
tanto para diferentes concentraciones iniciales del metal en la solucidon, como para diferentes
cantidades de biosorbente. De acuerdo a estos resultados la cinética corresponde a una
interaccion de pseudo primer orden para la mayoria de los casos. El coeficiente de correlacion
no lineal se ajusta mejor a este tipo de modelo con excepcion del sistema E en donde se obtiene
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el mismo coeficiente de correlacion para ambos modelos. La figura 4 también muestra que
para los seis casos la concentracion en el equilibrio se alcanza en menor tiempo (tiempo de
saturacion del adsorbente) cuando se aplica el modelo de pseudo primer orden (linea
continua), distinguiéndose con mayor exactitud el momento en que se alcanza el equilibrio.
En la curva del ajuste para el modelo de pseudo segundo orden la ¢, no se distingue de manera
precisa, por lo que se obtienen mayores valores para g,.

100 mg (pectina Pb] Inicial = 53.9 ppm
g(p ) @ [Pb]=19.2 ppm I ] PP
60
MW [Pb]=37.8 ppm &0 *W=150.2 mg
50 A [Pb]=55.7 ppm & mW=2504mg
A .
A 0 g W=3517mg
20 A, A 4 4, A A A A A *
40 *
*
§ 30 2 3 -' LI N Y . * * 2 *
& - =S
% "taam ® 5 & " m .
20
e gee a = . .
‘e
10 AR IR RS - . * - 10
0 o
[ 100 200 300 400 500 600 o 100 200 300 400 500 600
t(min i
(min) t(min)

Figura 3: a: Disminucion de la concentracion del metal a diferentes concentraciones con
igual cantidad de biosorbente y b: Disminucion de la concentracion del metal a una misma
concentracion con diferentes cantidades de biosorbente.

En la figura 5, como consecuencia de lo observado en la figura 3, los incrementos de la
cantidad de plomo adsorbido por unidad de masa de pectina en el equilibrio son mayores para
los dos sistemas con soluciones de plomo mas concentradas (37,8 y 55,7 ppm) (figura 5a) y
decrecen cuando se aumenta la cantidad de biosorbente (figura 5b).

Para ambos modelos cinéticos se puede observar que cuando se incrementa el valor de las
constantes de velocidad (k, y k,), el tiempo para alcanzar el equilibrio disminuye,
obteniéndose un valor diferente para la constante de velocidad en cada caso. La obtencion de
un valor de k, y k, diferente para cada proporcion metal/adsorbente en el sistema demuestra
que la cinética de biosorcion depende de ambos componentes y no de uno solo como se
esperaria en una cinética de primer orden.
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Figura 4: Efecto de la cantidad de plomo adsorbido por unidad de masa de adsorbente con respecto
al tiempo, q (t) en mg/g para diferentes concentraciones de metal [Pb], manteniendo constante la
cantidad de pectina (Masa de adsorbente = 100 g para A, B y C) y para diferentes cantidades de

adsorbente, manteniendo constante la concentracion de metal ([Pb] = 53,9 ppm para D, E y F). Los

ajustes no lineales para el modelo de pseudo-primer orden estan representados por lineas continuas
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Figura 5: a: Incremento de la cantidad de metal adsorbido por gramo de biosorbente a diferentes
concentraciones iniciales de metal con igual cantidad de biosorbente y b: Incremento de la cantidad
de metal adsorbido por gramo de biosorbente a una misma concentracion inicia de metal con

diferentes cantidades de biosorbente.
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Tabla 1: Valores de q., , k, y k, para los modelos de pseudo ler. orden y pseudo

2do. orden.
Pseudo ler. orden Pseudo 2do. orden

Qmax -1 2 k2X104 2

mgg MO r e D)ty T
A 100,1369 0,0251 0,9953 113,9773 2,6 0,9858
B 152,3962 0,0427 0,9882 165,7015 3,5 0,9802
C 146,2961 0,0844 0,9746 156,9493 6,1 0,9332
D 151,0341 0,0275 0,9767 169,4667 2,0 0,9537
E 141,5380 0,0809 0,9868 150,6640 7,8 0,9868
F 129,2547 0,0288 0,9471 142,8424 2,7 0,9372

CONCLUSIONES

La biosorcion de especies cationicas como el Pb’" en pectina se ve favorecida con el
incremento del pH. La baja cantidad de iones H' en la solucion y la mayor cantidad de grupos
carboxilicos en forma anidnica facilitan la quelacion con el metal.

Cuando la solucion de plomo presenta mayor concentracion aumenta la capacidad de sorcion
de la pectina en el equilibrio debido a que la mayor cantidad de iones del metal que presenta el
medio aumenta la probabilidad de ocupacion de sitios activos.

El modelo de pseudo primer orden describe con mayor exactitud la velocidad de quelacion de
la pectina con el metal que pseudo segundo orden; sin embargo, la cinética de biosorcion de
plomo en pectina reticulada depende de las concentraciones tanto de biosorbente como del
metal en la solucién, lo que confirma que el proceso no obedece a una cinética de primer
orden.
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE UN NUEVO
PRINCIPIO COAGULANTE DEL VENENO DE LA SERPIENTE
PERUANA Bothrops pictus

Marco Mesia Guevara], Fanny Lazo Manrique2 y Armando Yarlequé Chocas’

RESUMEN

Se ha purificado una proteina coagulante del tipo enzima similar a trombina, del veneno de la
serpiente peruana Bothrops pictus mediante dos pasos cromatograficos, sobre Sephadex G-
100 SF y CM-Sephadex C-50, en ambos casos utilizando buffer acetato de amonio 0,05M pH
6,0. La enzima fue purificada 18 veces con un rendimiento de 40,74% y por PAGE- SDS se
obtuvo una sola banda proteica de 54,4 kDa en condiciones reductoras con 2 f-
mercaptoetanol y de 45,4 kDa en condiciones no reductoras, por lo que se establecio que la
enzima consta de una sola cadena polipeptidica con al menos un enlace disulfuro. La enzima
coagulante mostr6 tener actividad sobre fibrindgeno bovino asi como sobre el substrato
cromogénico BApNA; siendo inhibida por heparina y por el inhibidor de serinoproteasa
PMSF. La enzima registré un pH optimo de 8,0 para su actividad amidolitica. Los ensayos
térmicos mostraron que es estable hasta los 50 °C. El ion Mn”, a una concentracion final de
10mM, es un potente activador de la enzima, mientras que Ca’ y Mg’ no muestran efecto
significativo.

Palabras clave: Veneno, serpiente, enzima similar a trombina, Bothrops pictus,
coagulacion

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF A NEW
COAGULANT PRINCIPLE FROM THE VENOM OF Bothrops pictus
PERUVIAN SNAKE

ABSTRACT
A coagulant protein called trombin like enzyme, was purified from the venom of the Bothrops
pictus peruvian snake, using two chromatographic steps: Sephadex G-100 SF and CM
Sephadex C-50, equilibrated with 0,05 M ammonium acetate buffer pH 6,0. The enzyme was
purified 18 folds with 40,74% of yield and the PAGE-SDS analysis showed an unit protein
band with 45,4 kDa and of 54,4 kDa under no reducing and reducing s. Thus it is a single
polypeptide chain with at leasta S-S bond. The enzyme was capable to clot bovine fibrinogen
and attack BApNA chromogenic substrate; being an inhibitor agent as well as PMSF
serinoprotease inhibitor. It had a 8,0 as optimum pH on BApNA and it was stable until 50 °C.
Mn’" ion (10 mM) was a activator instead.
Key words: Venom, snake, thrombin like, Bothrops pictus, clot.
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INTRODUCCION
Las serpientes del género Bothrops habitan una extensa region de América y en nuestro pais
viven hasta 17 especies'”. Bothrops pictus, llamada “jergén de costa”, es una serpiente
endémica del Perti, que se localiza en la costa central desde el nivel del mar hasta los 2,300
m. Su distribucién geografica abarca la vertiente occidental de los Andes, desde Majes,
departamento de Arequipa, hasta el rio Moche, departamento de La Libertad. La creciente
poblaciéon que habita esta zona estd originando la lenta desaparicion de la especie, con el
peligro de su extincion.
Los estudios realizados sobre el veneno de esta serpiente muestran que su mordedura causa el
tipico cuadro de un accidente botropico: dolor intenso con edema, hemorragia, hipotension
moderada, trastornos en la coagulacion y uremia’.
Se han identificado en el veneno enzimas como: hialuronidasa, L-aminoacido oxidasa,
fosfolipasa A2 , proteolitica, habiéndose evaluado la capacidad del antiveneno botrdpico
(INS-Pert) para inhibirlas™’.
Siendo las serpientes un eslabon importante de la cadena bioldgica y teniendo en cuenta que
cada veneno es potencialmente un complejo proteico con caracteristicas propias, en el
presente estudio se ha desarrollado la metodologia para purificar uno de los componentes mas
importantes de la ponzofa de Bothrops pictus que esta relacionado con los severos dafios al
sistema circulatorio, tal como es la enzima similar a trombina (EST).
El estudio de este principio coagulante contribuird no sélo al conocimiento de su rol durante
el envenenamiento sino a considerarlo como un agente promisorio para su futura aplicacion
terapéutica’.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiales
El veneno de Bothrops pictus fue obtenido de ejemplares adultos procedentes de la localidad
de Canta-Lima, los cuales fueron mantenidos en el Serpentario Oswaldo Meneses del Museo
de Historia Natural de la UNMS. El veneno fue extraido por presién manual de las glandulas
venenosas, siendo luego liofilizado y conservado a 4°C hasta suuso.
Fibrinogeno bovino, benzoil arginil p-nitroanilida (BApNA), estandares de peso molecular e
inhibidores de proteasas fueron adquiridos de Sigma Chemical Company (USA).

Contenido proteico

La cantidad de proteina fue calculada midiendo la absorbancia de luz UV a 280 nm’ en un
espectrofotdmetro Shimadzu UV 120-02. Ademés, se empled el método de Lowry"
modificado en nuestro laboratorio’ utilizando albumina sérica bovina como proteina
estandar.

Purificacion

Veneno total liofilizado (60 mg) fue diluido en 1 ml de buffer acetato de amonio 0,05M pH 6,0
y centrifugado a 4,000 rpm por 15 minutos a 20 °C para remover los componentes insolubles.
El sobrenadante fue aplicado a una columna cromatografica de exclusion molecular sobre
Sephadex G-100 SF (19 x 2cm). La columna fue equilibrada con el mismo buffer a un flujo de
15 ml/h, colectandose fracciones de 2 ml. En las fracciones colectadas se determino la
cantidad de proteina por absorbancia a 280 nm y la actividad amidolitica. Las fracciones con
mayor actividad fueron juntadas y aplicadas a una columna de CM-Sephadex C-50 (17 x 1,2
cm) usandose como eluente el mismo buffer. La proteina retenida en el sistema fue eluida
aplicandose al buffer NaCl10,2M.
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Evaluacién de la purezay peso molecular

Fue llevada a cabo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida PAGE-SDS, siguiendo el
método de Laemmli', bajo condiciones reductoras y no reductoras con 2- B-mercaptoetanol,
usando una céamara vertical OMNIPAGE MINI-GEL System y con una fuente de poder
OMNIPAC MIDI 300V (Cleaver Scientific Ltd). Las corridas se realizaron a voltaje constante
de 100 voltios durante una horay los geles fueron tefiidos con azul brillante de Coomasie. En
el mismo sistema se corrieron los estandares de peso molecular: alblimina sérica bovina (66
kDa), ovoalbimina (45 kDa) y lisozima (14,3 kDa).

Actividad coagulante
La mezcla de reaccion contenia 0,2 ml de fibrindgeno bovino 5 mg/ml, 0,1 ml de buffer Tris
HC10,05M pH 7,5 y 25 pl de la enzima, midiéndose el tiempo de formacion del coagulo.

Actividad amidolitica

Fue determinada por el método de Erlanger”, empleando benzoil arginil-p-nitroanilida
(BApNA) como substrato. La actividad se determino por absorbancia a 405 nm. Una unidad
de actividad amidolitica fue definida como la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1
umol de BApNA por minuto, con la consiguiente liberacion de nitroanilina.

Efectos del pH y 1a temperatura

ElpH 6ptimo para la actividad amidolitica fue determinado usando una bateria de buffers en el
rango de 5 a 9. El substrato BApNA (9x10°M) se diluy6 independientemente en los buffers a
sus respectivos pH hasta una concentracion de 9x10*M. La cantidad de enzima empleada fue
de 30 pl

La tolerancia de la enzima a la temperatura fue determinada por calentamiento térmico de la
muestra por 10 minutos en un rango de 37 a 90 °C. La actividad amidolitica se midié con 20
pldelaenzima.

Efecto de los inhibidores de proteasas

La enzima purificada (60 pl) fue preincubada con 20 pl del inhibidor proteolitico
correspondiente a 37 °C por 10 minutos. La actividad residual fue determinada usando
BApNA como substrato y la reaccion fue detenida agregando acido acético al 60%. La
absorbancia se midio a405 nm.

Efecto de iones metalicos

Esta prueba nos permiti6 determinar si la presencia de algunos iones metalicos bajo la forma
de cloruros, como el Ca”, Mg’ yMn’’, a concentraciones finales de 1,5y 10 mM, modifican la
actividad enzimatica; para ello se hicieron mezclas: enzima-ion metalico y se preincubaron
por 10 minutos antes de medir la actividad amidolitica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacion dela EST de Bothrops pictus

La figura 1 muestra el perfil cromatografico del veneno de Bothrops pictus sobre Sephadex G-
100 SF. Se obtuvo tres picos de proteina y se monitored las actividades amidolitica y
coagulante para las fracciones eluidas. Solo en el primer pico se registrd ambas actividades.
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Figura 1. Primer paso de purificacion de la EST del veneno de Bothrops pictus por
cromatografia de filtracion molecular sobre Sephadex G-100

Estas fracciones fueron juntadas para luego ser pasadas a través de una columna de CM-
Sephadex C-50, en donde se resolvieron tres picos. La actividad similar a trombina se
encontr6 en el tercer pico (figura 2). Este segundo paso de purificacion ha determinado la
separacion completa de la enzima, lograndose una purificacion de 18 veces, un rendimiento de
40,7 %y 2,2 % de proteina activarecuperada (tabla 1) .
El hecho de que la EST fuera atrapada por el intercambiador catiénico CM-Sephadex C-50,
indica que se trata de una proteina con un PI superior a 6, vale decir tiene naturaleza basica.
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Peso molecular

En el analisis de PAGE-SDS bajo condiciones reductoras y no reductoras, la enzima se mostro
como una entidad homogénea migrando como una sola banda, lo que indica que se trata de una
proteina monomérica. El peso estimado en condiciones no reductoras fue de 45,4 kDa y de
54,5 kDa en condiciones reductoras (figura 3), lo que indica la presencia de, por lo menos, un
puente S-S intracatenario.

Tabla 1. Purificacion de la EST de Bothrops pictus

Proteina  total AE* UTA** Rendimiento Purificacion
(mg) (%) (%)
Crudo 54,8 100,0 3,6 191,7 100,0 1
Sephadex G-100 11,6 21,2 13,4 1552 80,9 3,8
CMSephadex C-50 1,2 2,2 63,5 78,1 40,7 18,1

* Actividad especifica sobre BApNA en pmoles/min/mg de proteina
**Unidades totales de actividad pmoles/min
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\_l_ C: Lisozima (14,300)
4.7 S Y B X: ES.T. (54,400)
E N . ¥: ES.T. (45,400)
2 .
[~
H \
S 4.5 \\
z a
\\
4.3 \\
\\
T C
I
a1
1.7 28 27 a3 3.2 a 5 515 52

DISTANCIA RECORRIDA (cm) X

Figura 3. Determinacion del peso molecular de la EST de Bothrops pictus por PAGE-
SDS en condiciones reductoras (X) y no reductoras (Y)

pH éptimo y temperatura

La EST de B. pictus actia en un rango de pH de 6,0 a 9,0, siendo su maxima actividad
amidolitica a pH 8,0 (figura 4). Por otra parte, la exposicion de alicuotas de la enzima en
estudio, a temperaturas de 37, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 °C demostrd que la enzima sdlo mantiene
intacta su actividad hasta los 50 °C . De la misma manera, se puede observar que a 60 °C la
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actividad amidolitica se reduce en aproximadamente 11,6% y a 90 °C la pérdida de actividad
fue de 48% (figura 5).

ACTIVIDAD ENZIMATICA
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Figura 4. Curva de pH 6ptimo de la EST de Bothrops pictus
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Figura 5. Termoestabilidad de la EST de Bothrops pictus.

Inhibidores enzimaticos

En la tabla 2 se muestra el efecto que algunos inhibidores de proteasas ejercen sobre la
actividad amidolitica. Es interesante mencionar que la heparina, a una concentracion final de
1,250 U/ml, ejerce una marcada inhibicién con un porcentaje aproximado de 67,6%;
porcentaje similar de inhibicidn se observéd después del tratamiento con PMSF (3mM). Con
respecto al pepstatin podemos indicar que este agente ejerce un efecto leve sobre la actividad

(12,9%).
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Tabla 2. Accion de algunos agentes quimicos sobre la actividad enzimatica

Agente Concentracion final Actividad amidoltica
(%)

Control - 100,0
PMSF 3,0 mM 324
Todoacetato 5,0 mM 102,7
Pepstatin 0,9 mM 87,1
EDTA 7,5 mM 105,4
TLCK 3,0 mM 1054
Heparina 1250,0 U/m 32,4
Antitrombina III 5,0 U/ml 113,1
Mercaptoetanol 15,0 mM 91,7

Efecto deiones metalicos

La enzima similar a trombina aislada del veneno de Bothrops pictus presenta una ligera
activacion con los iones calcio y magnesio en concentraciones de 1 a 10 mM. Sin embargo, el
ion manganeso a 10 mM incrementa la actividad enun 97,1% (tabla 3).

Tabla 3. Accion de algunos iones metalicos sobre la actividad de la enzima

Ton Concentracion final Actividad amidolitica
(%)
Control — 100,0
Ca* 1,0 mM 118,9
Ca** 5,0 mM 121,8
Ca** 10,0 mM 120,6
Mg* 1,0 mM 113,2
Mg 5,0 mM 115,5
Mg** 10,0 mM 122,4
Mn?* 1,0 mM 1252
Mn** 5,0 mM 105,1
Mn? 10,0 mM 197,1
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Aun cuando las serpientes son reptiles que habitan principalmente en las selvas tropicales y
subtropicales, también se han encontrado ofidios en lugares desérticos y costeros. Este ultimo
es el caso de B. pictus, cuya presencia en los alrededores de grandes ciudades como Lima,
Trujillo e Ica no s6lo son motivo de preocupacion para las poblaciones sino que, visto desde
otro angulo, significa que los seres humanos desplazan continuamente a muchas especies,
entre ellas, las serpientes. Aunque parezca paraddjico, las serpientes son los mejores aliados
de los agricultores ya que se alimentan de comadrejas, ratasy otros roedores, que en ausencia
de ellas causan severos dafios a las plantaciones y por ende al equilibrio ecologico'.

Dentro del género Bothrops, B. pictus es una especie importante, ya que la presencia de un
principio coagulante sefialaria claramente su relacion con la actividad toxica de esta ponzoiia,
pues generaria serios y ripidos trastornos en la coagulacion’.

Conrespecto a la purificacion de la EST, el método empleado mostré ser idoneo para obtenerla
al estado homogéneo, siendo el rendimiento de 40,7% una evidencia de la relativa abundancia
de esta proteina en el fluido toxico, tabla 1. Asimismo, el peso molecular de la enzima aislada
esta en el rango de 45 a 54 kDa, lo que la ubica entre las enzimas de este grupo con los mayores
pesos encontrados'’; para el caso de Bothrops atrox el peso de laEST es de 29,6 kDa"y lade
B. barnetti en el rango de 52 kDay 48 kDa°’. La estructura unicatenaria encontrada para esta
enzima es semejante a las EST estudiadas'. Sin embargo, se logrd evidenciar la presencia de
puentes S-S en la proteina, los cuales son reducidos por el f-mercaptoetanol y no revelan un
papel crucial en la actividad enzimatica, lo que indicaria que dichos puentes estarian ubicados
en un dominio alejado del sitio activo. El estudio del efecto del pH y la temperatura sobre la
actividad enzimatica mostraron que la enzima tendria una alta actividad a pH sanguineo
cuando la ponzofa ingresa a la sangre de su presa o victima, siendo por ello muy eficiente la
conversion de fibrindgeno a fibrina. Adicionalmente, la tolerancia hasta 90 °C es un hecho
interesante y frecuente en las enzimas de este tipo, ya que aun en venenos sometidos a
calentamiento y luego inyectados a perros, es posible observar su actividad”’. Otra especie que
registra estatoleranciaes lade B. barnetti*.

Por otro lado, la fuerte inhibicion de la actividad enzimatica por parte del inhibidor PMSF y
por heparina, sugieren que esta enzima tiene un comportamiento mas semejante a la trombina
humana que las otras EST, ya que estas tltimas no sufren inhibicion por heparina aun cuando
en esos casos las concentraciones de heparina maximas fueron de 166,66U/ml". Se trataria
entonces de la primera EST de origen ofidico que suftre inhibicion por heparina.

CONCLUSIONES
Se ha obtenido al estado homogéneo una proteina coagulante del veneno de la “jergon de
costa” Bothrops pictus, la cual es una enzima similar a trombina, de naturaleza basica,
unicatenaria y termoestable, capaz de coagular el fibrindgeno bovino, siendo inhibida por
heparinay PMSF, y en cambio activada por el ion Mn®".
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INTERACCION DE ACIDO MORIN-5- SULFONICO (MSA) Y EL
ACIDO QUERCETIN-5-SULFONICO (QSA) CON AGENTES
SURFACTANTES DE DIFERENTE CARGA

Edgar O. Nagles*a, Roxana Riosb, Manuel Otiniano’

RESUMEN
La interaccion del 4cido morin-5-sulfénico (MSA) y del 4cido quercetin-5-sulfonico (QSA)
con los surfactantes dodecilbenceno sulfonato de sodio (SDS) y bromuro de cetilpiridinio
(CPB) de carga negativa y positiva, respectivamente, fueron estudiadas por absorcion
moleculary voltametria ciclicaa pH 4,0y 6,0. Suinteraccion y localizacion en los surfactantes
fue estudiada por los cambios sufridos en los espectros de absorcion y los voltamperogramas
ciclicos a diferentes concentraciones de surfactantes, observandose efectos batocromicos,
hipercromicos, catalisis de los potenciales de oxidacién y aumento de la corriente de
oxidacion.
Palabras clave: Flavonoide, surfactantes, voltametria ciclica.

INTERACTION BETWEEN MORIN-5-SULPHONIC ACID AND
THE QUERCETIN-5-SULPHONIC ACID (QSA) WITH
SURFACTANT AGENTS OF DIFFERENT CHARGE

ABSTRACT
The interaction of morin-4-sulphonic acid and the quercetin-5-sulphonic acid (QSA) with the
surfactants sodium dodecil sulphate (SDS) and cetilpiridine bromide (CPB) of positive and
negative charge, respectively, were studied by molecular absorption and cyclic voltameter at
pH 4,0 and 6,0. Its interaction and localization in the surfactants was studied by the changes
suffer in the absorption spectra and the cyclic voltamgrams at different concentrations of
surfactants to show effects batochromics, hyperchromics, catalysis of oxidation potentials,
and an increase of the oxidation current.
Key words: Flavonoid, surfactants, cyclic voltameter.

INTRODUCCION

Morin y quercetin cuyos nombres IUPAC son: (2, 3',4', 5, 7-pentahidroxiflavona) y (2', 3, 4',
5, 7-pentahidroxiflavona), respectivamente, son activos flavonoides. Sin embargo, la
actividad de quercetin es el doble de la de morin', lo cual indica la importancia de los 2-OH
adyacentes en el anillo B de las hidroxiflavonas. Los potenciales de reduccion de los
flavonoides dependen de las propiedades donoras de los sustituyentes en los anillos A y B;
estos anillos tienen los sitios mas activos a pH casi neutros y el anillo A presenta mayor
capacidad complejante’.
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Son ampliamente usados en quimica analitica como ligandos para determinar iones metalicos,
como plomo y cadmio, por técnicas electroanaliticas de redisolucion con pulso diferencial
(ASVDP)™. En algunos casos su aplicacion se ve restringida por la baja solubilidad que
presentan en agua. Por otro lado, el derivado sulféonico del morin y quercetin son mas solubles
en agua y forman complejos con iones metalicos en soluciones acuosas con constantes de
formacion mucho més grandes’.

El morin y quercetin, como derivados sulfonicos, se presentan en la figura 1. Fueron
sintetizados por primera vez por Kopacz en donde se observa el desplazamiento de un
hidrogeno del anillo B porun grupo sulfonico (SO,) del 4cido sulfurico.

OH O

Acido quercetin-5-sulfonico Acido morin-5-sulfonico

Figura 1. Estructura del morin y quercetin, con derivado sulfonico.

Por otro lado, los surfactantes han sido usados ultimamente en procesos de corrosion,
electrochapado, celdas eléctricas, electrocatalisis y fotoelectroquimica. La concentracion
micelar critica (CMC) es una caracteristica de cada surfactante y corresponde a la
concentracion donde cambian abruptamente las propiedades fisicas de conductividad y
tension superficial, debido a un ordenamiento de las moléculas; ésta varia entre 10™ a 10~ mol
L'

La interaccion de surfactantes con flavonoides ha sido estudiada Gltimamente, principalmente
entre quercetin con surfactantes no iénicos (Triton X-100)° y surfactantes catiénicos y
anionicos’ y morin con surfactantes cationicos’, mostrando una actividad de interaccion
principalmente entre los oxigenos nucleofilicos de los anillos aromaticos presentes en su
estructura, estudiada por espectrofotometria y voltamperometria ciclica.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales

Morin fue obtenido de Merck (Darmstsdt), quercetin fue obtenido de Sigma. MSA y QSA
fueron sintetizados como reporta Kopacz'. CPB y SDS fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.
Todas las soluciones fueron preparadas con agua Milli-Q (18,2 MQ). Las soluciones buffer
Britton-Robinson (BR) fueron preparadas por mezcla de iguales volumenes de 0,4 mol L" de
acido fosforico, acido acético y acido borico y ajustando el pH requerido con NaOH 0,2 mol L’
'y diluyendo 10 veces con agua.

Estudio espectrofotométrico
MSA 'y QSA fueron mezclados con diferentes concentraciones de SDS y CPB; se ajusté el
pH a 4,0y 6,0 con 100uL de buffer B-R 0,04 mol L"'; después se agit6 por 1 hora en ultra

Rev Soc Quim Peru. 77 (3) 2011



Interaccion del dacido morin-5-sulfonico (MSA) y el acido quercetin-5-sulfonico (OSA) ... 193

sonido Branson 2200. Los espectros UV-visible fueron tomados usando un Spectronic Milton
Roy 3000 Array con arreglo de diodos en un rango de longitudes de onda de 200-600 nm. Agua
destilada fue usada como blanco.

Estudio voltamperométrico

Los voltamperogramas ciclicos se realizaron con un analizador voltamétrico BAS CV50W.
Un electrodo de platino fue usado como electrodo de trabajo, una varilla de platino como
electrodo auxiliary un electrodo de Ag/AgCl como electrodo de referencia. El buffer B-R 0,04
mol L" fue usado también como electrolito soporte.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio espectrofotométrico de MSAy QSAapH 4,0y 6,0

Aunvalorde pH4,0 el MSA se encuentra con dos cargas negativas correspondientes al grupo
SO,y a la desprotonacion del OH de la posicion 5; por otro lado, el QSA sélo tiene una carga
negativa correspondiente al SO,. A pH 6,0 el MSA presenta tres cargas negativas
correspondiendo la tercera a otro grupo OH de la posicion 7. A este mismo pH el QSA presenta
una carga negativa mas correspondiente al OH de la posicion 5.

Se observaen la figura 2 que a pH 4,0 y 6,0 se presenta dos maximos de absorcion parael MSA
a262-265nm (banda II) y 375-390 nm (banda I) las cuales corresponden a transiciones m—m*
del grupo benzoil formado por los anillos AC y del grupo cinamol formado por los anillos BC,
respectivamente’. Se ha reportado que los pKa del MSA son: pK, 4,48; pK, 769; pK, 9,47 y pK,
11,40 y parael QSA son: pK, 7,18; pK, 8,02; pK, 9,59 y pK, 10,84 para los grupos 5-OH, 7-
OH, 4'-OH, 2'3'-OH y 3-OH, respectivamente’. De acuerdo a estos valores, a pH 4,0 el MSA
estd en forma monoanioénica (grupo sulfonico)y a pH 6,0 en forma dianionica. Al subir el pH
de 4,0 a6,0no se afecta la banda (II); sin embargo, la banda (I) sufre un efecto batocrémico y la
absorbancia cambia de 0,766 a 1,157, efecto hipercrémico. Se observo resultados similares
parael QSA pero con valores de absorbancia mas altos.

1.5 = 154
1 L.186 1.223 1.157
262 265 390
a) ] b)
A A 4
b 104 b 40
s ] 0.766 S
375 ]
r r
b b
a a
m 054 " 05
c 1 c
e ] e ]
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250 300 350 400 450 250 300 350 400 450 500
Nanomete Nanc

Figura 2. Espectros UV-VIS de MSA (0,04 mmol L"). a) pH 4,0. b) pH 6,0.

Estudio espectrofotométrico del MSAy QSA en presenciade SDSy CPB
Como se puede apreciar en la figura 3 (a), en presencia de CPB los espectros cambian
notoriamente. Al adicionar CPB baja la concentracion micelar (0,17 mmol L™); ambas bandas
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presentan menor intensidad, debido probablemente a que existen interacciones electrostaticas
entre el MSA negativo y el CPB positivo afectando las transiciones (espectro 2). Cuando se
alcanza la concentracion micelar (2,00 mmol L") se produce un aumento de ambas bandas
(espectro 3) y un nuevo hombro alrededor de 325 nm. La banda I se desplaza desde 375 a 426
nm. Se ha reportado que la micela tiene forma cilindrica’. Se encerraria la zona hidrofobica y
queda al exterior la cabeza hidrofilica positiva, lo que “neutraliza” el MSA en su forma
monoanidnica, modificando el pKa y facilitando la transicion electronica a longitudes de onda
de menor energia. Sobre la concentracion micelar nuevamente se observan cambios en los
espectros: la banda I vuelve a una posicion intermedia de 400 nm sin afectarse su intensidad,
en cambio, la banda II sube su intensidad sin producirse desplazamiento (espectro 4). Al
adicionar SDS, figura 3 (b), se observa una pequeiia disminucion de las intensidades de ambas
bandas independiente de la concentracion de este surfactante anionico. Esto se explica por la
carga negativa del ligando y del surfactante. Por otro lado, la similitud estructural del MSA
con el QSA permite que se observe un comportamiento similar. En la figura 4 se presentan los
espectros obtenidos a pH 6,0.
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Figura 3. Espectros UV-VIS de MSA (0,04 mmol L) en presencia de CPB (a) y SDS (b).
pH 4,0. Surfactante: 0,00(1); 0,17(2); 2,00(3) y 17,03 mmol L (4).
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Figura 4. Espectros UV-VIS de MSA (0,04 mmol L") en presencia de CPB (a) y SDS (b).
pH 6,0. Surfactante: 0,00(1); 0,17(2); 2,00(3) y 17,03 mmol L" (4).
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ApH 6,0 el MSA 'y QSA estan en la forma dianidnica y presentan maximos de absorcion a 265
y 390 nm como se ve en la figura 2. Al adicionar CPB (espectros 2-4) en las tres
concentraciones (pre-micelar, micelar y post-micelar) disminuye la intensidad del maximo de
absorcion produciéndose desplazamiento batocromico notable en la concentracion micelar
(desde 390 a 440 nm) y en la concentracidon post-micelar de sélo 10 nm. En cambio en
presencia de SDS no se producen desplazamientos de las bandas, sino s6lo una disminucion de
laintensidad al igual que lo observado a pH 4,0.

Estudio voltamperométrico del MSAy QSA en presencia de SDSy CPB

Lanotable actividad electroquimica del MSA se debe al 2'-OH y 4'-OH y parael QSAal 3'-
OHy2'-OH'.

Se prepar6 disoluciones de MSA 0,04 mmol L ajustando el pH a 4,0 y 6,0 con tampones
Britton Robinson (BR) 0,04 mol L" y adicionando SDS y CPB en concentracion pre-micelar,
micelar y post-micelar. Los voltamperogramas ciclicos de MSA a pH 4,0 y 6,0 en ausencia y
presencia de SDS se presentan en las figuras 5 (A) y (B). En estas medidas se utilizo un
electrodo rotatorio de platino.
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Figura 5. Voltamperogramas ciclicos del MSA en presencia de SDS a pH 4,0 (A) y 6,0
(B). Cyss: 0,04 mmol L. Surfactante: 0,00(1); 0,17(2); 2,00(3) y 17,03 mmol L™ (4).

El MSA presenta un proceso electroquimico irreversible apH 4,0 y pH 6,0 de 0,2 V. Con la
adicion de pequenias cantidades de SDS a la solucién de pH 4,0, el pico de oxidacién se
desplaza a potenciales mas positivos, aumentando la corriente (curva 2, figura 5 A), lo cual
indica mayor polarizacion del electrodo de platino. Cuando se aumenta la cantidad de SDS el
desplazamiento es mayor, pero la corriente baja un poco con respecto a la adicion anterior,
pero mayor con respecto a la oxidacion en ausencia de SDS. En cambio, a pH 6,0 la sefial de
oxidacion se desplaza hacia potenciales menos positivos y aumenta la corriente (curva 2,
figura 5 B), lo cual indica que este surfactante favorece la transferencia de carga y ademas
facilita la adsorcion en el electrodo de trabajo. Debido a que el SDS tiene carga negativay a pH
6,0 la carga negativa del MSA aumenta, es probable que la interaccion entre SDS y MSA
ocurra a través de la parte hidrofobica del surfactante, de lo contrario la repulsion
desfavoreceria el proceso electroquimico.
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De igual forma se procedio a realizar los estudios en presencia de CPB. Los resultados se
presentan en las figuras 6 Ay B.
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Figura 6. Voltamperogramas ciclicos del MSA en presencia de CPB a pH 4,0(A) y 6,0(B).
Cysx: 0,04 mmol L. Surfactante: 0,00(1); 0,17(2); 2,00(3) y 17,03 mmol L™ (4).

Cuando se agrega pequeiias cantidades de CPB, el pico de oxidaciéon del MSA se mantiene al
mismo potencial pero aumenta la corriente (curva 2, figura 6 A). Debido a que el CPB es un
surfactante catidnico es probable que interaccione electrostaticamente con el MSA
monoanionico apH 4,0. En cambio, a pH 6,0 se favorece la oxidacion del MSA desplazando la
sefial hacia potenciales menos positivos (curva 2, figura 6 B). A concentraciones mayores de
CPB la corriente disminuye casi en su totalidad debido, probablemente, a adsorcion
preferencial del surfactante en el electrodo.

Estudio voltamperométrico del QSA en presencia de SDSy CPB

Se preparé disoluciones de QSA 0,04 mmol L™ ajustando el pH a 4,0 y 6,0 con tampones
Britton Robinson (BR) 0,04 mol L y adicionando SDS y CPB en concentracion pre-micelar,
micelar y post-micelar. Los voltamperogramas ciclicos de MSA a pH 4,0 y 6,0 en ausencia'y
presencia de SDS se presentan en las figuras 7 Ay B. En estas medidas se utilizo un electrodo

rotatorio de platino.
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Figura 7. Voltamperogramas ciclicos del acido quercetin-5-sulfonico (0,04 mmol L) en presencia de
SDS. pH 4,0 (A) y pH 6,0 (B); SDS: 1(0,00); 2(0,17); 3(2,00) y 4(17,30) mmol L™
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El QSA presenta un proceso electroquimico cuasi-reversible a 0.16-/-0.12 VapH 4,0y de -
0,05/0,09 V apH 6,0. Las corrientes de pico son mayores a pH 4,0 pero es mas dificil de oxidar.
Posteriormente, se realizaron medidas en presencia de SDS, variando la concentracion de éste
entre 0,00y 17,30 mmol L". Los voltamperogramas ciclicos a pH 4,0 y 6,0 se presentan en las
figuras6 Ay B.

Como se puede apreciar en la figura 6 A, la sefial de reduccion del QSA se mantiene inalterada
en presencia de SDS; en cambio, la sefial de oxidacion disminuye ligeramente. A este valor de
pH el ligando se encuentra en su forma monoanidnica. Por otra parte, no se observaron
cambios en el potencial al adicionar SDS. Cuando pequeiias cantidades de bromuro de acetil
piridinio (CPB), surfactante cationico, se adicionaron a la disolucion no se observé cambios
significativos.

Como se puede apreciar en la figura 6 B, al adicionar SDS bajo la concentracion micelar se
observa un aumento de la corriente del pico de oxidacion; esta sefial disminuye al aumentar la
concentracion de SDS hasta 2,00 mmol L' (CMC). De igual forma, sigue disminuyendo al
sobrepasar la CMC; sin embargo, el valor atin sigue siendo mayor que en ausencia de SDS. A
este valor de pH tampoco se observéd cambios en los potenciales de las sefiales. Debido a que el
ligando se encuentra en forma anidnicay el surfactante es aniénico también, es probable que la
interaccion ocurra a través de la zona hidrofoba y no la hidrofilica porque de lo contrario se
observaria una disminucién de la corriente por problemas de repulsion. Al adicionar CPB no
se observd cambios positivos ni negativos en la corriente de los picos.

CONCLUSIONES
Las propiedades espectroscopicas del MSA 'y del QS A son muy similares ya que presentan dos
maximos de absorcion a valores similares de longitudes de onda, Por otro lado, la interaccion
de MSAy QSA con el surfactante CPB de carga positiva produce cambios en las longitudes de
onda (efectos batocromicos) y aumento en la intensidad de absorbancia (efecto
hipercromico).
E1 SDS, por ser un surfactante aniénico, puede poseer una CMC de mucha mas concentracion
comparado con el CPB, y esto puede explicar los pocos cambios en los maximos de absorcion
del MSAy QSAya que lainteraccion no se pierde a valores de concentracion entre 2,00-17,03
mmol L" en donde con el CPB se pierde por la formacién de micelas cilindricas.
En la determinacion de MSA y QSA por técnicas electroanaliticas la presencia de SDS entre
0,10y 0,17 mmol L" aumenta la concentracion del analito sobre la superficie del electrodo,
permitiendo determinar concentraciones bajas que, combinado con técnicas de pulso, se pude
llegar a limites de deteccion de los ug L'
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ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE CUATRO PLANTAS USADAS EN
LA MEDICINA TRADICIONAL PERUANA. AISLAMIENTO DE 3'-
FORMIL - 2'4',6' - TRIHIDROXIDIHIDROCHALCONA,
PRINCIPIO ACTIVO DE Psidium acutangulum

Louise Wen', Mohamed Haddadb’c, Irma F ernéndezd, Giovana Espinozae, Candy Ruiz’,
Edgar Neyraf, Beatriz Bustamantef, Rosario Rojasd’e’

RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la actividad antifungica de los extractos etandlicos de
Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum. (Apocynaceae), Spondias mombin L. (Anacardiaceae),
Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook. f. ex K. Schum. (Rubiaceae) y Psidium
acutangulum DC (Myrtaceae), cuatro plantas utilizadas en la medicina tradicional peruana
contra las infecciones micoticas de la piel.
El extracto etandlico de Psidium acutangulum fue el mas activo contra los hongos evaluados
(Candida albicans, Sporothrix schenckii y Trychophyton mentagrophytes), por lo que fue
sometido a fraccionamiento biodirigido que condujo al aislamiento de 3'-formil-2',4',6'-
trihidroxidihidrochalcona. Este compuesto mostrd concentraciones inhibitorias minimas en
el rango de 16-512 pg/mL contra los hongos Cryptococcus neoformans, S. schenckii 'y varias
especies de Candida.
Los resultados obtenidos apoyan el uso de Psidium acutangulum en la medicina tradicional
peruana. Su actividad antifungica se debe principalmente a la 3'-formil-2',4",6'-
trihidroxidihidrochalcona.

Palabras clave: antifungico, Psidium acutangulum, plantas peruanas

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF FOUR PLANTS USED IN
PERUVIAN TRADITIONAL MEDICINE: ISOLATION OF THE
ACTIVE PRINCIPLE OF Psidium acutangulum

ABSTRACT
We report here the antifungal activities of the ethanolic extracts of Thevetia peruviana (Pers.)
K. Schum. (Apocynaceae), Spondias mombin L. (Anacardiaceae), Calycophyllum
spruceanum (Benth.) Hook. f. ex K. Schum. (Rubiaceae) and Psidium acutangulum DC
(Myrtaceae), four plants used in peruvian traditional medicine against skin mycosis. The most
active sample against the evaluated fungi (Candida albicans, Sporothrix schenckii and
Trychophyton mentagrophytes) was the ethanol extract of Psidium acutangulum, which was
submitted to bioassay-guided fractionation, leading to the isolation of 3'-formyl-2',4',6'-
trihydroxydihydrochalcone. This compound showed minimum inhibitory concentrations of
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16-512 ng/mL against Cryptococcus neoformans, S. schenckii and several Candida species.
All these results support the use of Psidium acutangulum in Peruvian traditional medicine. Its
antifungal activity is due mainly to the 3'-formyl-2',4',6'-trihydroxydihydrochalcone.

Key words: antifungal, Psidium acutangulum, peruvian plants

INTRODUCCION
Las enfermedades infecciosas representan un problema critico para la salud y son una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. La aparicion de resistencia
de los microorganismos a algunos antibioticos sintéticos, junto con la toxicidad durante el
tratamiento prolongado, hace que sea necesario continuar la busqueda de nuevas sustancias
antimicrobianas, antifungicos en particular”™ Candida albicans y Cryptococcus neoformans
son hongos patogenos frecuentemente implicados en las infecciones que amenazan la vida de
seres humanos, particularmente de pacientes con sistemas inmunes comprometidos.
Cryptococcus neoformans es un hongo oportunista que causa infecciones mortales en
pacientes inmunodeprimidos por el SIDA, la quimioterapia, el trasplante de drganos, o por
altas dosis de esteroides. Los tratamientos actuales son la anfotericina B, flucitosina y el
fluconazol. La esporotricosis es una enfermedad cronica cutanea y subcutanea causada por el
hongo dimorfo Sporothrix schenckii que es el agente mas comun de las micosis subcutaneas
en América Latina. La terapia estandar para esta enfermedad se basa principalmente en el
itraconazol; sin embargo, el yoduro de potasio es el farmaco de eleccion en los paises en
desarrollo debido a su bajo costo. Aunque los actuales farmacos disponibles suelen ser
eficaces, los fracasos terapéuticos y la toxicidad después de la larga duracion del tratamiento
son comunes, por lo que es necesario explorar nuevas alternativas para el tratamiento de
infecciones graves.™"
Las plantas medicinales y sus extractos son ampliamente utilizados por los practicantes de la
medicina tradicional para curar diversas enfermedades. La creciente aceptacion de la
medicina tradicional como una forma alternativa de atencion de la salud y la busqueda de
nuevos agentes antifingicos a partir de plantas medicinales, se ha vuelto muy importante. "
En el presente estudio se seleccionaron cuatro plantas peruanas que se usan tradicionalmente
contra infecciones superficiales de la piel y se les evaluo por su actividad antifiingica in vitro.
La planta mas activa fue posteriormente sometida a fraccionamiento biodirigido para
determinar el compuesto responsable de la actividad antifingica.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta delas plantas

Las especies Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum. (Apocynaceae), Spondias mombin L.
(Anacardiaceae), Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook. f. ex K. Schum. (Rubiaceae) y
Psidium acutangulum DC. (Myrtaceae) fueron seleccionadas en base a su uso en la medicina
tradicional de la tribu shipibo-conibo™ y colectadas por uno de nosotros (I.F.) en el barrio de
San Francisco de Pucallpa, Perti. Las muestras botanicas de las plantas fueron depositadas en
el Departamento de Ciencias Farmacéuticas de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, en
Lima.

Preparacion de los extractos

El material vegetal fue secado bajo sombra, molido finamente y posteriormente extraido por
percolacion a temperatura ambiente con etanol al 95%. El solvente se evaporé a sequedad bajo
presion reducida a una temperatura inferior a 40 °C. Los rendimientos de extraccion de cada
una de las especies se muestran en la tabla 1. Para los bioensayos, los extractos fueron
resuspendidos en DMSO auna concentracion de 20 mg/ml.
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Ensayos antifiingicos

El ensayo de difusion en agar se utilizé para evaluar la actividad de extractos de plantas y
fracciones frente a Candida albicans ATCC 90028, Sporothrix schenckii IHEM 15503 y
Trychophyton mentagrophytes IHEM 0584. Se mezcl6 20 mL de agar dextrosa Sabouraud
(Difco) fundido con 1 mL de una suspension fungica (10° CFU/mL para C. albicans y 10°
CFU/mL para S. schenckii y T. mentagrophytes). La mezcla se vertid en placas de Petri
estériles de 100 mm x 15 mm. Luego que el agar se solidificd, se perford pozos de 10 mm con
un sacabocados estéril.

Sobre los pozos se depositaron 100 pL de los extractos de plantas (20 mg/mL) o de las
fracciones (10 mg/mL) y posteriormente las placas se incubaron a temperatura ambiente
durante 48 h (C. albicans) o 7 dias (S. schenckii y T. mentagrophytes). Anfotericina B (0,2
mg/ml) y DMSO fueron utilizados como controles positivos y negativos, respectivamente.
Los ensayos se realizaron por triplicado y la actividad antifungica se midi6 por el diametro
(mm) de la zona de inhibicion del crecimiento.

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) del compuesto activo, anfotericina B y
fluconazol se determinaron mediante un ensayo de microdilucién en caldo de acuerdo con el
International Control Laboratory Standards (ICLS) método de referencia M27-A3 y M-38A.
El indculo fungico fue visualmente estandarizado a 0,5 de la escala de McFarland (2,4 a 3,5 x
10° CFU/mL de células de levadura y 2,3 x 10* CFU/mL para Sporothrix schenckii). Los pozos
se llenaron con 100 L de la dilucion de los compuestos. Posteriormente se afladieron 100 L del
inoculo a cada pozo y las microplacas se incubaron durante 48 -72 horas a 35 °C. La CMI se
define como la menor concentracion de la muestra en la que se observo inhibicion del
crecimiento del hongo.

Fraccionamiento bioguiado del extracto etanoélico de Psidium acutangulum

Hojas secas de P, acutangulum (262 g) se percolaron con 2 litros de etanol al 95%. El extracto
etanolico (9,7 g) obtenido después de la evaporacion del disolvente a presion reducida fue
extraido con solventes de diferente polaridad (éter de petroleo, el 90% de metanol 90%,
acetato de etilo, agua). La evaluacion antifungica de estas cuatro fracciones en contra de C.
albicans mostraron que la actividad se concentrd en la fraccion de metanol al 90%; esta
fraccion (4,2 g) fue sometida a fraccionamiento mediante cromatografia en columna de gel de
silice usando un gradiente de cloroformo-metanol. Las 4 fracciones obtenidas (A: 0,20 g; B:
0,36 g; C: 0,16 g; D: 2,45 g) fueron evaluadas a una concentracion de 10 mg/mL frente a C.
albicans en el test de difusion en agar. La fraccion mas activa (D: 24 mm de inhibicion del
crecimiento de didmetro) se purifico atin mas, utilizando una columna de fase reversa. Una
porcion (200 mg) de la fraccion D fue sometida a cromatografia de columna de fase reversa
con 10 gde gel de silice RP-18, con MeOH-H,O (1:1) como sistema de solvente, obteniéndose
tres fracciones (D1: 8 mg; D2: 72 mg; D3: 53 mg). La fraccion con mejor actividad anti C.
albicans (D2) fue finalmente purificada por recristalizacion en diclorometano, obteniéndose
34 mgde un polvo de colorrosa claro (compuesto 1, 0,16% de rendimiento).

3'-formil-2',4',6'-trihidroxidihidrochalcona (1) (figura 1).

Los espectros de RMN (300 MHz para 'H-NMR y 125 MHz para "C-NMR) fueron obtenidos
con CDCI, en un espectrometro Bruker Avance 500. El espectro de masas ESI-MS (3,5 kV en
MeOH- CH,CN) se registré en un equipo Perkin—Elmer Sciex API-365; [M-H]: 285 (de
acuerdo con PM=286). 'H-NMR (300 MHz, CDCl,):5 3,01 ppm (2H, t,J = 7,5 Hz, H-B), 3,45
ppm (2H, t,J =7,5Hz, H-a), 5,77 ppm (1H, s, H-3"), 7,18 ppm (5H, m, Ar), 10,02 ppm (1H, s,
OH). "CNMR (125 MHz, CDCL,): 30,4 ppm (C-), 45,6 ppm (C-B), 94,8 ppm (C-3"), 126,1
ppm (C-4), 128,6 ppm (C-3, C-5), 141,1 ppm (C-1), 192,47 ppm (CHO), 205,4 ppm (C=0).
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RESULTADOS Y DISCUSION
En nuestra bisqueda de productos naturales con actividad antifingica, escogimos cuatro
plantas utilizadas en la medicina tradicional peruana para el tratamiento de lesiones
infecciosas de la piel. La tabla 1 muestra el nombre cientifico, nombre popular, el nimero de
muestra (voucher) y actividad antifingica de los extractos etanodlicos de las plantas
seleccionadas.

Tabla 1. Actividades antifingicas in vitro de cuatro plantas peruanas

Diametro de inhibicion de

crecimiento (mm)"”

Especies de Familia Nombre Rendimiento C.a. S.s. T.m.
plantas (Voucher) comun de

(parte extraccion

usada) (%)
Calycophyllum Rubiaceae Capirona
spruceanum (IFV2511) (corteza) 22,7 0 0 18
(Benth.) Hook. f.
ex K. Schum.
Psidium Myrtaceae Guayaba
acutangulumDC. (IFV2509) de agua 12,6 22 22 29

(hojas)
Spondias mombin Anacardiaceae Ubos
L. (IFV2510) (corteza) 25,8 0 0 19
Thevetia Apocynaceae  Shacapa
peruviana(Pers.) (IFV2508) (hojas) 11,4 0 0 0
K. Schum
Controles
AnfotericinaB 31 0 31
(0.2 mg/ml)
DMSO 0 0 0

' C.a.: Candida albicans; S.s: Sporothrix schenckii; T.m.: Trichophyton mentagrophytes

En base a los resultados obtenidos, el extracto etanolico de las hojas de Psidium acutangulum
fue elegido para los estudios de fraccionamiento biodirigido, que condujo al aislamiento e
identificacion del compuesto 3'-formil-2',4',6'-trihidroxidihidrochalcona (figura 1). La tabla 2
muestra los valores de CMI de este compuesto contra de diversos hongos

Figura 1. 3'-formil-2', 4', 6'-trihidroxidihidrochalcona (1)
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Tabla 2. CIM del compuesto 1 contra diversos hongos

CIM (png/ml)

Microorganisnos 1 Anfotericima B Fluconazol
Candida glabrataCAP F-7 16 1 32
Candida albicans ATCC 90028 128 0,5 >64
Candida parapsilosisATCC 22019 512 0,5 2
Candida kruseiATCC 6928 64 1 16
Candida albicans ATCC 14053 128 0,5 >64
Cryptococcus neofomansATCC 3963 32 1 4
Sporothrix schenckii ISHEM 15503 32 8 64

El compuesto 1 fue aislado previamente de Psidium acutangulum, mostrando actividad contra
los hongos fitopatogenos Rhizoctonia solani y Helminthosporium teres.” En el presente
trabajo el compuesto 1 fue aislado a través de fraccionamiento bioguiado, evaluando las
fracciones obtenidas contra varios hongos patdogenos humanos. Interesantemente, el
compuesto 1 mostr6 actividad contra los hongos Candida glabrata 'y Sporothrix schenckii que
fue comparable a la del fluconazol.

CONCLUSIONES

El extracto etanolico de Psidium acutangulum mostr6 una buena actividad antifingica in vitro
frente a diversos hongos patdgenos humanos. Este hallazgo apoyaria el uso de esta plantaen la
medicina popular para el tratamiento de infecciones de la piel. Los estudios de
fraccionamiento bioguiado sobre el extracto etanodlico de P. acutangulum mostraron que la
actividad antifingica de dicha especie se debe principalmente a la 3'-formil-2',4',6'-
trihidroxidihidrochalcona.
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CARACTERISTICAS MOREOLOGICAS Y QUIMICAS DE 3
CULTIVARES DE MAIZ MORADO (Zea mays L.)
EN AREQUIPA - PERU

Fredy Quispe Jacobol*, Karim Arroyo Condorenal, Arilmi Gorriti Gutiérrez’

RESUMEN

Las caracteristicas morfologicas y quimicas de los cultivares TC, PM 581 y TJ de maiz
morado, cultivados en el distrito de La Joya-Arequipa, se evaluaron en la investigacion. Los
resultados indican diferencias altamente significativas en p<0,0/ para altura de planta alos 8,
15, 30, 60, 90, 120 y 150 dias después de siembra; diferencias significativas en p<0,05 para
peso de planta en la cosecha y los caracteres morfologicos: didmetro de mazorca, diametro de
coronta y peso de coronta. El analisis de antocianinas y fenoles totales de las corontas muestra
diferencias significativas en p<0,05, sobresaliendo PM 581; la actividad antioxidante en los
tiempos 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos indica diferencias altamente significativas en
p<0,01 entre los extractos de las corontas y las soluciones estandar de acido galico y acido
ascorbico. El andlisis proximal de los granos se encontrd dentro de los valores reportados en la
literatura.

Palabras clave: Maiz morado, cultivo, PM 581, antocianinas, fenoles, actividad
antioxidante

MORPHOLOGICAL AND CHEMISTRY CHARACTERISTICS
FROM THREE CULTIVARS OF PURPLE CORN (Zea mays L.)
IN AREQUIPA - PERU

ABSTRACT

The morphology and chemistry of the TC, PM 581 y TJ cultivars of purple corn cultivated in
the distric of La Joya in Arequipa - Pertu was evaluated in the investigation. The results indicate
highly significant differences at p<<0,01 for the plant height at the 8, 15, 30, 60, 90, 120 and
150 days after sowing, and significant differences at p<(0,05 for weigh of plant and the
morphological characters such as ear diameter, cob diameter and cob weight at the harvest.
The anthocyanins analysis and total phenolic compounds from the cobs show significative
differences at p<0,05, where PM 581 stood out; the antioxidant activity at the times 1, 3, 5, 10,
15, 20, 25 y 30 minutes, indicates highly significant differences at p<0,0! between the
extracts from the cobs and standard solutions of gallic acid and ascorbic acid. Proximal
analysis of the grains revelead values reported in the literature.

Key words: Purple corn, crop, PM 581, anthocyanins, phenolic compounds, antioxidant
activity
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INTRODUCCION
En el mundo existen diversas clases de maiz que se caracterizan por presentar varios colores
como: blanco, amarillo, rojo, morado, marrén, verde y azul."* El maiz morado de la variedad
Zea mays L. tiene su origen en paises de Latinoamérica como México, Bolivia y Pert, y fue
introducido en numerosos paises por los pigmentos que posee." En el Pert los estudios en
maiz morado revelaron la presencia de la raza ancestral primitiva Kulli y la raza incipiente
Morado Cantefio, asi como variedades derivadas de las razas. Su cultivo se realiza
principalmente en los departamentos de Cajamarca, Ayacucho, Ancash, Lima y Arequipa con
semillas obtenidas de diversas procedencias: mercado central de la Parada en Lima, mercados
locales, tiendas de la localidad, semillas obtenidas de Asociaciones de productores de semillas
de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM) o del Instituto Nacional de
Investigacion Agraria (INIA).*
Estudios realizados en el maiz morado indican la presencia de antocianinas. Las antocianinas,
por los colores atractivos naranja, rojo, morado y azul que presentan, tienen un alto potencial
para su uso como colorantes naturales.”™. El color y estabilidad de estos pigmentos
antocianicos depende de varios factores, entre los que se encuentran: estructura y
concentracion del pigmento, pH, temperatura, calidad ¢ intensidad de la luz a los que son
sometidos, presencia de copigmentos, iones metalicos, enzimas, oxigeno, acidos organicos
con propiedades oxidantes y reductoras, azicares, productos de degradacion, y didxido de
azufre, entre otros™’. En medio acuoso cuatro estructuras de antocianinas pueden encontrarse
en equilibrio: el cation flavilium, una base quinoidal, una pseudo base carbinol y una
chalcona; y larelativa cantidad de estas estructuras en equilibrio varia con el pH y la estructura
de la antocianina™. De acuerdo a la estructura molecular, algunas antocianinas son mas
estables que otras; por ejemplo, los glicosidos de malvidina que se encuentran entre los
principales pigmentos en la uva presentan los colores mas estables debido a la metoxilacion de
la molécula en dos lugares de su estructura’’. La acilaciéon con acidos organicos aromaticos
hidroxilados también confiere una alta estabilidad a la estructura de las antocianinas, asi como
la copigmentacion intermolecular®’; asi, en medio acuoso, extractos de frutas, hortalizas y
cereales que presentan antocianinas, contienen también mezclas de otros compuestos con los
que se unen copigmentos, via procesos de asociacion intermolecular; sin embargo, no todos
los compuestos confieren estabilidad de las antocianinas: los aztcares y sus productos de
degradacion, por ejemplo, tienden a acelerar la descomposicion de las antocianinas y ésta se
asocia con la velocidad con que el azlicar se descompone en compuestos del tipo furfural,
desde unareaccion de Maillard".
En la naturaleza, las antocianinas exhiben, a nivel de sistemas vegetales, una elevada
estabilidad, que necesita caracterizarse a nivel de composicion quimica y atributos de
estabilidad. En ese sentido, el Perti ofrece una gran diversidad de germoplasmas de naturaleza
vegetal con enorme potencial para ser fuente de colorantes y alimentos funcionales en la
industria alimentaria, farmacéutica y cosmética; el maiz morado es uno de ellos que se utiliza
como alimento y colorante desde tiempos ancestrales, y que se caracteriza por presentar
antocianinas del tipo cianidina-3-glucdsido, pelargonidina-3-glucésido, y peonidina-3-
glucosido a nivel de coronta con bajos contenidos de solidos solubles™, lo que facilita suuso a
nivel industrial; en ese sentido, la investigacion se realiza con el objetivo de conocer las
caracteristicas morfologicas y quimicas de 3 cultivares comerciales de maiz morado en el
distrito de La Joya de la Region Arequipa.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y reactivos

Semillas de maiz morado (Z. mays L.) de los cultivares TJ (Testigo Joya), TC (Testigo Canta) y
de la variedad PM 581 de la Asociacion de productores de semillas de maiz de la Universidad
Nacional Agraria La Molina - UNALM, se utilizaron para su cultivo, entre los meses de mayo
a noviembre del 2008. Urea con 45-46% de nitrogeno y productos fitosanitarios todos de
marca nacional se utilizaron durante el cultivo. Todos los reactivos y solventes utilizados en
laboratorio fueron de grado analitico Sigma Aldrich Chemical Co. y Merck.

Campo experimental

Para la investigacion se utilizo el terreno de un campo experimental ubicado en el distrito de
La Joya de la provincia y departamento de Arequipa, Perti, localizado en latitud sur
16°2527.34 y longitud oeste 71°4843.90 sobre los 1644 msnm. El suelo es de textura franco
arenosa, con bajos contenidos de materia organica y nitrogeno, elevadas cantidades de fésforo
disponible y valores normales de potasio y carbonato de calcio, tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo del campo experimental en el
distrito de La Joya en Arequipa

Analisis fisico

Arena Limo Arcilla Porosidad CcC AD PMP
(%) (%) (%) Textura (%) (%) (%) (%)
Arena
86,8 7,6 5,6 Franca 37 8,5 6,2 2,3
Analisis quimico
Elemento Unidad Valor Deficiente Bajo Normal Alto Excesivo
MO % 1,78
N: C/N % 0,09
P ppm 40,19
K ppm 174,99
CaCOs % 2,03
Débilmente ~ Moderado
No salino salino salino Salino Muy salino
CE ext. 1:2.5 dS/m 0,73
Moderado
Acido Moderado Neutro alcalino Alcalino

pH ext. 1:2.5 Unidades 7,04

Sales solubles en pasta saturaddmeq/100 g de suelo)

Calcio Magnesio Sodio Potasio Sulfato Cloruro Bicarbonato ~ Carbonato
(Ca™) Mg  (Na) (K (S0.) (€n (HCO) (€O
0,757 0,354 0,388 0,034 0,041 0,548 0,146 0,000

CC: Capacidad de campo, AD: Agua disponible, PMP: Punto de marchites permanente, MO: Materia organica,
CEypHext. 1:2,5: Representan conductividad eléctrica y pH en razon de extraccion suelo: agua destilada.
Fuente: Laboratorio de Analisis de suelos, aguas y semillas EE Arequipa - INIA.

Para fines del experimento, el campo experimental se dividié en 3 bloques, segun un disefio
completo al azar, donde se cultivaron la variedad PM 581 de la Asociacion de productores de
semilla de maiz de la UNALM, semillas testigo de la zona etiquetados como TJ (Testigo de La
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Joya) y en otro bloque semillas del Testigo Canta (TC) obtenidas de un local comercial de la
localidad de Arequipa; la densidad de plantas por tratamiento fue de 71428 plantas/ha y la
fertilizacion en el experimento fue de 230 kg N/ha alos 45 dds (dias después de siembra).

Métodos

Evaluaciones en planta: Se evaluaron 60 plantas al azar correspondientes a 3 surcos centrales
(20 plantas/surco) donde se midi6 altura de planta (cm), peso de planta (g), peso de mazorca
(g), peso de panca (g) al momento de la cosecha (170 dds); adicionalmente se realizaron
evaluaciones de altura de planta (cm) alos 8, 15, 30, 60,90, 120y 150 dds, desde la base de la

planta hasta la altura de insercién masculina (panoja) *".

Evaluacion morfologica de mazorca: En mazorcas cosechadas, escogidas al azar (sin
espata), en un numero representativo del lote de produccidn, se procedi6 a evaluar la longitud
de mazorca desde la base hasta el ultimo grano formado (cm), el didmetro medio de mazorca
(cm), peso de mazorca (g), peso de coronta (g), peso de granos/mazorca (g) y numero de
granos/mazorca”"”

Evaluacion proximal: Muestras representativas de los granos de maiz morado de los
cultivares TC, PM 581 y TJ se evaluaron segun humedad, cenizas, grasa cruda, proteinas,
carbohidratos y energia total de acuerdo a metodologias validadas".

Preparacion del extracto y determinacion de antocianinas segun el método de pH
diferencial: Alrededor de 1 g de muestra (coronta molida y tamizada de maiz morado) fueron
extraidos con 200 mL de solucion etandlica al 20% y pH 2, durante un tiempo de 60 minutos a
la temperatura de 90 °C; los extractos obtenidos fueron filtrados a través de papel filtro
(Whatman No.l) con la ayuda de una bomba de vacio (COPELAMETIC, USA), y una
alicuota del extracto se diluy6 convenientemente en una fiola de 25 mL con las soluciones
buffer de cloruro de potasio (pH 1) y acetato de sodio (pH 4,5). En las soluciones preparadas se
determind el contenido de antocianinas segun el método de pH diferencial, de acuerdo a Giusti
& Wrosltad (2001) utilizando el espectrofotometro UV-Vis (Spectroquant PHARO 300,
Merck), y su contenido se expresé como cianidina-3-glucosido, de acuerdo a la siguiente
expresion:
Total antocianinas (mg/L) = A *x PM x FD x 1000/(ex1) (1)

Donde 4 = (4;,, 4,,) pH 1,0 (45, A,,) pH 4,5; PM (peso molecular) = 449,2 g/mol para
cianidina-3-glucosido; FD = factor de dilucion; /= longitud de paso de celda en cm; =26900
coeficiente de extincion molar para cianidina-3-glucésido; /000 = factor de conversion de g a
mg; todos los analisis fueron realizados por triplicado (n=3)".

Determinacion de fenoles totales: La cantidad de fenoles totales se determind segun el
método modificado de Folin-Ciocalteu usando acido galico como estandar; para esto se
prepararon soluciones de 40, 80, 120, 160 y 200 ppm con las que se construy¢ la curva de
calibracién, dando un = 0,9994. El procedimiento para la evaluacion de fenoles totales fue el
siguiente: una alicuota de la muestra (0,7 mL) se mezcl6é con 7 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (10%) dejandose en reposo por 3 min; seguidamente se mezclaron con 7 mL de
carbonato de sodio (7,5%) y la solucion resultante se dejo en reposo por 2 horas a temperatura
ambiente protegida de la luz; las absorbancias de las muestras fueron leidas a 760 nm en el
espectrofotometro UV-Vis. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado, y los fenoles
totales fueron expresados como equivalentes miligramos de acido galico (GAE) por g de
muestra.”’

Determinacion de la actividad antioxidante segiun DPPH: El efecto antioxidante de las
muestras sobre el radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) se evaluo de la
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siguiente manera: 0,1 mL de la muestra se mezcla con 3,9 mL de la solucién 0,35 mM del
radical DPPH, se homogeniza y miden las absorbancias a 517 nm en los tiempos de 0, 1, 3, 5,
10, 15, 20, 25 y 30 minutos en el espectrofotometro UV-Vis. Durante la reaccion las
soluciones se mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente y la actividad antioxidante
se reportd como porcentaje de inhibicion de DPPH, de acuerdo a Rivero y Betancor (2006):
Inhibicion de DDPH (%) = [(Ao—Ae)/Ao)] x 100 (2)

Donde 4o y Ae, representan respectivamente la absorbancia sin extracto del DPPH y
absorbancia con extracto, evaluados después de 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos.
Soluciones estandar de 100 ppm de acido galico y ascoérbico se prepararon para comparar la
actividad antioxidante.'”

Andlisis estadistico: Todos los resultados fueron analizados en el paquete estadistico SAS V7
(SAS Institute Inc.); los datos de planta durante el experimento y en cosecha, asi como los
datos morfolégicos de mazorcas de maiz morado, antocianinas, fenoles totales y actividad
antioxidante se evaluaron en un analisis de varianza y prueba de rangos multiples de Duncan
(»<0,05), empleando el procedimiento GLM en un disefio completo al azar en el programa
SAS. Los datos en (%) fueron convenientemente transformados a arcoseno+/ (%/100) para el
analisis de varianza y prueba de significancia de Duncan. La hipotesis aqui planteada indica
que bajo las condiciones experimentales del distrito de La Joya, las semillas del TC, PM 581y
TJ expresan los mismos caracteres morfologicos, composicion proximal, composicion de
antocianinas, fenoles totales y actividad antioxidante™".

RESULTADOS Y DISCUSION

Altura de planta

Losresultados promedios de altura de planta de los cultivares TC, PM 581y TJ se presentan en
la tabla 2, donde se observa diferencias altamente significativas con p<0,01 alos 8, 15, 30, 60
y 120 dds mientras que a los 90 y 150 dds se observan diferencias significativas con p<0,05.
Los valores promedio de altura de planta indican que a los 8 dds los cultivares PM 581 y TJ
presentaron los valores mas altos con respecto al cultivar TC; a los 15 dds los cultivares TC y
TJ presentaron los valores mas altos, 19,733 cm y 20,700 cm, respectivamente; al respecto,
Lazo" en una investigacion desarrollada sobre diferentes niveles de fosforo y potasio con las
semillas PM 581 en el Cural-Arequipa, indica valores inferiores de altura de planta entre 12y
13 cm para todos los experimentos; a los 30 dds los cultivares TC y TJ presentaron los valores
mas altos con 27,695 y 28,704 cm, respectivamente; en ese sentido, Lazo" sefiala valores
superiores de altura de planta entre 30 y 32 cm para todos los tratamientos; a los 60 dds el
cultivar TC present6 el valor mas alto (79,333 cm) con respecto a los cultivares PM 581 y TJ;
en tal sentido, Lazo" indica valores entre 66 y 72 cm inferiores al TC; a los 120 dds el cultivar
PM 581 presento6 la mayor altura de planta (173,333 cm) con respecto a los cultivares TC y TJ;
Lazo", para esta etapa, indica valores entre 226 y 241 cm; alos 150 dds el cultivar TC alcanzo
los 183,950 cm con respecto a los otros cultivares; en ese sentido, la variedad PM 581 de la
investigacion realizada por Lazo" en el Cural-Arequipa alcanzo valores superiores entre 233
y 250 cm para los tratamientos con diferentes niveles de fosforo y potasio; mientras tanto,
Puma" en otra investigacion realizada con semillas de la variedad Cantefio en la Irrigacion
Majes-Arequipa con el factor niveles de materia organica, indica valores superiores de altura
deplanta (195y 210 cm) para todos los tratamientos implementados. Los valores inferiores de
altura de planta de los cultivares TC, PM 581y TJ, con respecto a los encontrados por Lazo"y
Puma'’ para PM 581 y Cantefio, respectivamente, se deben a varios factores, entre los que se
encuentran: las altas temperaturas maximas mensuales alcanzadas en el distrito de La Joya
entre 26,3 y 27,9 °C con tiempos prolongados de horas sol (9,9 y 10,8 horas) durante los meses
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de produccion (mayo y octubre, 2008), los que fueron superiores a los meses de verano y de
afios anteriores (SENAMHI, 2009)”, que acompanado por bajos niveles de fertilizacion del
campo experimental de textura franco arenosa con bajos niveles de nitrégeno (tabla 1),
fertilizacion limitada durante el cultivo, y la limitada disponibilidad de agua de riego de baja
calidad donde la evaporacion mensual estuvo entre 4,4 y 7,0 mm para los meses de produccion
(SENAMHI, 2009)™, no favorecieron el desarrollo 6ptimo de los cultivares en el distrito de La
Joya, en Arequipa.

Tabla 2. Altura de planta de los cultivares de maiz morado en La Joya

Altura - dias después de siembra (cm)

Cultivar gH* 15%* 30%* 60%* 90* 120%* 150*

TC 3,534 + 19,733+ 27,695+ 79,333+ 161,700+ 168,017+ 183,950+
1,118 b 4,058a 4956 a 11,217a 23,596 a 13,275 b 20,707 a
PM 581 4477 £ 16,117+ 24348+ 72,100+ 150,083+ 173,333+ 161,450
1,144 a 5554 b 3,831 b 10,697b 17,529 b 8,046 a 23228 b
TJ 4,824 £ 20,700+ 28,704+ 66,917+ 153,383+ 166,322+ 169,350+
1,408 a 6,204 a 3363 a 9210 ¢ 15674 b 7,617 b 17542 b

*,**: Indican significancia a p<0,05 y p<0,01. Valores con diferentes letras dentro de cada columna denotan
significancia en la prueba de Duncan (p<0,05) entre los diferentes cultivares, valores promedio de 60
repeticiones = desviacion estandar.

Planta en cosecha

Los cultivares TC, PM 581 y TJ se cosecharon a los 170 dds (noviembre 2008) cuando las plantas y
mazorcas se encontraron parcialmente secas. Entre los caracteres  morfologicos evaluados se
encontraron: peso de planta, peso de choclo, peso de panca, peso de mazorca y rendimiento de mazorca
(%). Los resultados indican que bajo las condiciones experimentales del distrito La Joya sdlo se
encontraron diferencias significativas con p<0, 05 para el caracter peso de planta; los otros caracteres de
peso de choclo, peso de panca, peso de mazorca y rendimiento de mazorca no presentaron diferencias
significativas al momento de la cosecha, tabla 3 y figura 1.

Tabla 3. Caracteres morfologicos de planta en cosecha de los cultivares de maiz morado
en La Joya

Pesos de planta en cosecha (g)

Cultivar Planta* Choclo Panca Mazorca  Mazorca (%)
TC 628 + 256 = 136 £ 120 + 41,90 +
208 a 119 ns 52 ns 104 ns 23,34 ns
PM 581 500 + 232+ 146 + 86 35,17 +
215b 100 ns 68 ns 56 ns 17,77 ns
TJ 692 + 268 + 142 + 126 + 46,64 +
159 a 88 ns 52 ns 52 ns 8,41 ns

*,ns: Indican significancia a p<0,05 y no significante. Valores con diferentes letras dentro de
cada columna denotan significancia en la prueba de Duncan (p<0,05), valores promedio de
20 repeticiones + desviacion estandar.
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Lazo", en la investigacion desarrollada con PM 581 y diferentes niveles de fosforo y potasio
en el Cural-Arequipa, menciona valores superiores de peso de planta al momento de la
cosecha entre 830 y 1010g, con respecto al peso de mazorca Puma' en la investigacion con el
cultivar Cantefio, en la irrigacion Majes, menciona valores entre 77,89 y 97,52g similares al
encontrado en la investigacion para las mazorcas del cultivar PM 581 e inferiores a los
encontrados para las mazorcas TC y TJ; por otro lado, Lazo" en el cultivar PM 581 en el Cural
encontrd valores entre 114,67 y 159,67g superiores a los encontrados en la investigacion para
las mazorcas de PM 581.
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Figura 1. Caracteres morfologicos de los cultivares TC, PM 581 y TJ en la cosecha.
Valores con diferentes letras dentro de cada grupo de caracteres: peso de planta ),
peso de choclo (E), peso de panca ([Z1) y peso de mazorca ([#H) denotan, diferencias
significativas en la prueba de Duncan (p<0,05). Valores promedio de 20 repeticiones +
desviacion estandar.

Morfologia de la mazorca

Las mazorcas, convenientemente seleccionadas y secas, de los lotes de produccion de los
diferentes cultivares: testigo TJ de la localidad, testigo TC y la variedad PM 581, se
compararon segin los caracteres morfologicos a nivel de mazorca. Los resultados de las
evaluaciones se presentan en la tabla 4, donde se observa diferencias significativas con
p<0,05 para los caracteres didmetro de mazorca, didmetro de coronta y peso de coronta;
mientras que para longitud de mazorca, nimero de granos por mazorca, peso de mazorca, peso
de grano y rendimiento de coronta, no se observaron diferencias significativas entre las
muestras de los cultivares TJ, PM 581 y TC. Puma' con el cultivar Cantefio en la irrigacion
Majes encontr6 valores superiores en didmetro de mazorca (5,06-4,67 cm), longitud de
mazorca (14,23-12,82 cm) y peso de mazorca (97,52-77,89g), y cuyas diferencias se
relacionan principalmente con los niveles de fertilizacion organica y mineral aplicados en el
experimento; por otro lado Lazo", en la investigacion con el cultivar PM 581 en el Cural,
encontrd valores superiores de diametro de mazorca (3,91-4,33 c¢cm) a los encontrados en la
investigacion, valores similares de longitud de mazorca entre 9,31 y 16,41 cm , valores
superiores de peso de coronta (24,01-36,83g) y peso de granos por planta (90,66-126,34g) con
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respecto a los encontrados en la investigacion, que en este caso se deben principalmente a los
niveles de fosforo y potasio aplicados en el experimento.

Tabla 4. Caracteres morfoldgicos de las mazorcas para TC, PM 581 y TJ

Caracter morfoldgico

Diametro  Diametro Longitud  Namero Peso de Peso de Peso de Coronta
mazorca coronta  mazorca granos mazorca grano coronta (%)
Muestra (cm)* (cm)* (cm) mazorca (g) (8) (8)*
TJ 3,382+ 2,127+ 13,991 + 178 + 66,791 + 54,545 + 12,236+ 20,56+

0,236 b 0,119b 2,349 ns 38 ns 20,667 ns 20,736 ns 3,105b 9,74 ns
PM 581 3,671 2,371 £ 12,482 + 184 + 64,041 + 49,588 + 14,453 + 24,03 £
0,448 ab 0,176 a 2,108 ns 63 ns 22,896 ns 20,388 ns 4,422 a,b 7,46 ns

TC 3,780 + 2,460 + 13,440 + 178 £ 70,460 + 53,125+ 17,335+ 26,28 +
0,575 a 0,339a 1,963 ns 53 ns 25,732 ns 23,079 ns 6,358 a 10,18 ns

* ns: Indican significancia a p<0,05 y no significante. Valores con diferentes letras dentro de cada columna
denotan significancia en la prueba de Duncan (p<0,05) entre las diferentes muestras. ~Valores promedio de 20
repeticiones + desviacion estandar.

Composicion proximal

Los resultados de la evaluacion proximal de los granos indica valores de humedad entre 12,20
y 12,70% para el TJ y TC, cenizas entre 1,80y 1,90% para TC y PM 581, grasa de 4,00, 4,20 y
4,30% correspondiente a PM 581, TC y TJ, carbohidratos de 71,60, 71,80 y 72,40% para PM
581, TCy TJ, respectivamente, proteinas obtenidas a partir del factor 6,25 de la determinacion
de nitrogeno total iguales a 9,30, 9,50 y 10,10% para TJ, TC y PM 581, respectivamente, y
energia total (kcal) iguales a 362,8, 363,00 y 365,50 para PM 581, TC y TJ, respectivamente.
Al respecto, Manrique” presenta los siguientes valores nutricionales para los granos de las
variedades de maiz, Morado Kiulli y Morado: humedad de 12,20y 11,90%, respectivamente,
similares a los encontrados para los cultivares investigados; cenizas de 1,50 y 1,34%
inferiores a los encontrados en la investigacion para los cultivares TC, PM 581y TJ; grasa de
3,98 y 4,50% parecidos a los encontrados en la investigacion; carbohidratos de 74,41% y
74,20% superiores a los encontrados en la investigacion; proteinas iguales a 6,69% y 7,38%
inferiores a los valores hallados en la investigacion, y energia total de 360 y 366 kcal similares
alos valores encontrados en el trabajo de investigacion.

Antocianinas, fenoles totales y actividad antioxidante

El analisis de varianza para el contenido de antocianinas, seglin la expresion (1) de las
corontas de los cultivares TC, PM 581 y TJ, muestra diferencias significativas en p0,05; estos
valores se encontraron entre 13,359y 20,595 mg/g coronta, sobresaliendo el cultivar PM 581.
Losresultados de fenoles totales para las corontas de los tres cultivares, muestra que el cultivar
PM 581 presenta el mayor contenido (40,584 mg GAE/g de muestra); mientras que los
resultados de la actividad antioxidante expresados como porcentaje de inhibicion de DPPH,
segun la expresion (2), revelan diferencias altamente significativas con p<(0,0! en los tiempos
evaluados para los extractos obtenidos de las corontas de TC, PM 581 y TJ y las soluciones de
acido ascorbico y acido galico empleadas como soluciones estandar, tabla 5.

Antocianinas
En relacion a antocianinas Gorriti et al.*' muestran valores entre 11,56 y 37,112 mg/g de

coronta, parecidos a los encontrados en la investigacion donde el cultivar PM 581 sobresalio,
tabla 5y figura 3.
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Tabla 5. Antocianinas, fenoles y actividad antioxidante de las corontas de maiz morado
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A Fenoles Inhibicion de la actividad oxidante del DPPH (%)
cy
Muestra (mg/g)* Totales Ti inut
(GAE iempo (minutos)
mg/g)* 1** 3** 5** 10** 15** 20** 25** 30**
Acido 73,89+ 7420+ 7840+ 80,02+ 8498+ 8600+ 8733+ 8812+
galico h - 0,23 a 0,13 ¢ 0,17d 0,23 ¢ 0,29 b 0,33 ¢ 0,87 b 0,69 ¢
Acido 50,17+ 73,59+ 86,87+ 92,66+ 92,66+ 9334+ 9292+ 92,62+
ascorbico - - 0,41 ¢ 0,29 ¢ 0,46 ¢ 0,17 a 0,17 a 0,13 a 0,29 a 0,11b
13359+ 33388+ 70,49+ 9092+ 92,40+ 92,55+ 92,74+ 93,19+ 9353+ 93,76+
TC 2,892b 2,548 b 4,54 a 0,23 b 0,30 a 0,24 a 0,23 a 0,23 a 0,30 a 0,34 a
20,595+ 40,584 + 7223+ 91,90+ 9228+ 9270+ 92,89+ 93,19+ 9334+ 9372+
PM381  2684a 2828a 057a 036a 023a 024a 035a 023a 040a 035a
14,751+ 36224+ 6538+ 67,16+ 91,64+ 92,13+ 9247+ 92,70+ 9292+ 92,92+
T 0,964b  2316ab 0,57b 1,02d 0,36 b 0,13 b 0,29 a 0,07 b 0,17 a 0,17 b

* **: Indican diferencias significativas con p<0,05 y p<0,01. Valores con diferentes letras dentro de cada columna
denotan diferencias significativas en la prueba de Duncan (p<0,05). Valores promedio de 3 repeticiones +
desviacion estandar. Acy: Antocianinas. La absorcion promedio en t=0 del DPPH fue 0,881 para todos los casos de la
actividad antioxidante.

Otra investigacion relacionada con antocianinas de Yang et al.”’ indican valores cercanos a 6
mg/g muestra. Ese mismo afio, Yang et al.’ reportaron el valor de 0,680 mg/g muestra; en
ambos casos los valores fueron inferiores a los hallados en la investigacion. Escribano-Bailon
et al’ en su revision de antocianinas en cereales mencionan contenidos de 1642 mg/100 g
muestra en base himeda y 1779 mg/100 g para base seca en el maiz morado, valores cercanos
alos encontrados en la investigacion. Por otro lado Pedreschi y Cisneros-Zevallos™ sefialaron
que la fraccion acuosa (FA) del atomizado presentd un valor total de 40,25 mg de
antocianina/g de FA, valor superior al encontrado en la investigacion y que se justifica por la
naturaleza de la muestra.
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Figura 3. Antocianinas de los cultivares Canta (TC), PM 581 y La Joya (TJ). La
figura muestra valores promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar y letras que
denotan diferencias significativas en p0,05 en la prueba de Duncan.
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Fenoles totales
Los fenoles totales expresados como mg GAE/g coronta, de los cultivares TC, PM 581 y TJ

fueron respectivamente 33,388, 40,584 y 36,224, sobresaliendo el cultivar PM 581 segtin el
analisis de varianza y prueba de significancia de Duncan en p 0,05, tabla 5 y figura 4; valores
que se encontraron dentro de los reportados por Gorriti et al.” que indican valores entre 23,426
mg GAE/g muestra para la temperatura de 25 °C y 30 minutos y 76,945 mg GAE/g muestra
para la temperatura y tiempo de 90 °C y 240 minutos. Pedreschi y Cisneros-Zevallos™ en otro
estudio, reportan que la fraccion de acetato de etilo (FAE) de la muestra segun el analisis por
HPLC-DAD present6 valores totales de 135 mg de fenoles totales/g de muestra, superiores a
los encontrados en la investigacion que se explican por la naturaleza de la muestra comercial

investigada.

60 -
40,58 +
= 283a 36,22+
2 40| 3339% 2,32ab
3 2,55b
& ;
)
)
£
m i
2 20
)
0
Canta PM 581 La Joya
Cultivares

Figura 4. Fenoles totales expresados como mg GAE/g de coronta de los cultivares Canta (TC), PM
581 (PM 581) y La Joya (TJ). La figura muestra valores promedio de 3 repeticiones + desviacion
estandar y letras que denotan diferencias significativas en p0,05 en la prueba de Duncan.

Relaciones entre antocianinas, fenoles totales y actividad antioxidante de los extractos
delos cultivares Canta, PM 581 y La Joya de maiz morado

El analisis de varianza de la regresion lineal entre el contenido de antocianinas y los fenoles
totales de los extractos de los cultivares TC, PM 581 y TJ de maiz morado indica relaciones
altamente significativas con p0,01 y un = 0,7201. La figura 5, explica que dentro de los
extractos se encuentran otros compuestos fendlicos, tales como el acido protocatechuico,
acido vanillico, acido p-coumadrico, derivados de quercetina, derivados de hesperitina,
derivados de acido hidroxicinamico y otros fenolicos simples que fueron encontrados por
Pedreschi y Cisneros-Zevallos™. Gorriti ef al.”' muestran relaciones altamente significativas
conp 0,01 yunr’= (0,5888 entre antocianinas y fenoles totales, valor que se encuentra por
debajo del encontrado en la investigacion (= 0,7201); por otro lado Netzel et al*
encontraron el valor de regresion lineal (= 0, 545) inferior al encontrado en la investigacion.
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Figura 5. Analisis de regresion lineal entre el contenido de antocianinas y los
fenoles totales de los cultivares Canta, PM 581 y La Joya. La figura muestra
relaciones altamente significativas en p 0,01 en el analisis de varianza.

Los porcentajes de inhibicion de DPPH mostrados por los extractos de los cultivares Canta,
PM 581 y La Joya muestran la capacidad antioxidante que posee el maiz morado, siendo estos
superiores a la solucion de acido galico en la concentracion de 100 ppm y comparable a la
actividad que exhibe el 4cido ascorbico en la misma concentracion; al respecto Gorriti ez al.”
demostraron que la capacidad antioxidante del maiz morado frente al radical estable DPPH se
debe principalmente a los compuestos fendlicos presentes en los extractos donde los
investigadores encontraron relaciones altamente significativas con 7= 0,9774 entre los
compuestos fenolicos y el porcentaje de DPPH remanente en solucion; por otro lado, Netzel et
al.* encontraron relaciones significativas cercanas a 1 (r= 0,949) entre actividad antioxidante
y fenoles totales, y Cai et al.” encontraron correlaciones altamente significativas en los
extractos metanolicos (= 0,9638 para 112 plantasy '= 0,9530 para 110 plantas) y acuosos
(= 10,9580 para 112 plantas y #°= 0,9504 para 110 plantas) preparados a partir de 112 plantas
de la medicina tradicional China, sugiriendo que los compuestos fendlicos contribuyen
significativamente a la capacidad antioxidante de las plantas.

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales del distrito de La Joya, los cultivares TC, PM 581 y TJ
presentan diferentes comportamientos: en altura de planta sobresalié el cultivar TC al
momento de la cosecha y dentro de los caracteres peso de planta, peso de choclo, peso de panca
y peso de mazorca sobresali6 el cultivar TJ. Los resultados de la evaluacion proximal de los
granos muestra valores concordantes con la literatura no habiendo diferencias sustanciales
entre los cultivares, y con respecto a los resultados de antocianinas, fenoles totales y actividad
antioxidante de las corontas el cultivar PM 581 presento significativamente los valores mas
altos.
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CARACTERIZACION Q,UiMICA DE TRES PALMERAS
DEL GENERO Artalea

Ericka Jeannette Davila Guerrero]*; Claudia Merino Zegarral; Kémber Mateo Mejia
Carhuancal; Dora Enith Garcia De Soteroz; Michel Sauvain3; Victor Erasmo Sotero Solis'

RESUMEN
Se caracteriz6é quimicamente la almendra de los frutos de tres palmeras del género Attalea:
Attalea moorei, Attalea sp. y Attalea salazarii que fueron colectadas en la region amazonica
peruana. La composicion centesimal para las tres especies presenta en peso seco: cenizas:
1,54%, 1,30% y 1,44%; proteinas: 20,63%, 17,48% y 10,16%; grasas: 23,02%, 18,03% y
19,47; y carbohidratos: 54,81%, 63,19% y 68,93% para A. moorei, A. sp. y A. salazarii,
respectivamente. La concentracion de elementos analizados por espectrofotometria de
absorcion atomica, en mg/100g indican: (Cu): 0,955, 0,827 y 1,390; (K): 490,13, 405,43 y
578,68; (Mn): 1,43, 1,98 y 1,65; (Mg): 134,83, 102,37 y 111,68; (Na): 153,18, 126,28 y
120,55; (Zn): 1,73, 1,21 y 1,86; (Fe): 2,95, 1,68 y 0,51; y (Ca): 24,30, 78,40 y 44,55 para A.
moorei, A. sp. y A. salazarii, respectivamente. La caracterizacion de acidos grasos se realizo
por cromatografia gaseosa; se observo que las Attaleas presentaron mayor concentracion de
acidos grasos saturados, encontrdndose en mayor concentracion el 4cido laurico, siendo de
44,40%, 47,97% y 51,84% para A. moorei, A. sp y A. salazarii, respectivamente. La
identificacion de aminoacidos se realizé mediante la cromatografia de capa fina y se observa
que los frutos presentan todos los aminoacidos esenciales.
Palabras clave: Attalea, elementos, aminoacidos, absorcion atdmica.

CHEMICAL CHARACTERIZATION OF THREE PALMS OF
GENDER Attalea

ABSTRACT
The seed of the fruits of three palm of the Attalea gender were characterized chemically. They
are: Attalea moorei, Attalea sp and Attalea salazarii, which were collected in the Peruvian
Amazon. The centesimal composition for the three species presents in dry weight: ash:
1,54%, 1,30% and 1,44%; proteins: 20,63%, 17,48% and 10,16%; greases 23,02%, 18,03%
and 19,47%; and carbohydrates: 54,81%, 63,19% and 68,93% for Attalea moorei, Attalea sp.
and Attalea salazarii, respectively. The concentration of elements analyzed by atomic
absorption spectrophotometric, indicated (in: mg/100g), (Cu): 0,955, 0,827 and 1,390; (K) :
490,13, 405,43 and 578,68; (Mn) : 1,43, 1,98 and 1,65; (Mg) : 134,83, 102,37 and 111,68;
(Na): 153,18, 126,28 and 120,55; (Zn) : 1,73, 1,21 and 1,86; (Fe): 2,95, 1,68 and 0,51; and
(Ca) : 24,30, 78,40 and 44,55 for A. moorei, A. sp. and A. salazarii, respectively. The
characterization of fat acids, were realized by gas chromatography, and it was observed that

' Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (IIAP); Apartado 784. Iquitos, Peru.
Laboratorio de Sustancias Naturales Bioactivas-IIAP. jedague@hotmail.com

? Facultad de Ing. Quimica. Universidad Nacional de la Amazonia Peruana
* Institut de Recherche pour le Développement — IRD.
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this gender in study, presented a higher concentration of saturated acid, and the lauric acid was
of the major, with 44,40%, 47,97% y 51,84% for A. moorei, A. sp. and A. salazarii,
respectively. Identification of amino acids were made by means of the chromatography of
fine layer and is observed that the fruits present all the essential amino acids.

Key words: Attalea, elements, aminoacids, atomic absorption

INTRODUCCION
Segun la literatura, el complejo Attalea es uno de los mas destacados en el neotropico, del
género Palmae. Se las encuentra desde México a Bolivia, Paraguay, el sur de Brasil y el
Caribe, y también en los ecosistemas de tierras bajas y en los Andes hasta las alturas de 1200-
1600 metros sobre el nivel del mar'. Numerosas especies son palmeras masivas de alta
densidad y son elementos notables del paisaje, aunque también hay especies pequeiias, tanto
en los bosques como en las sabanas. La identificacion de la especie Attalea fue dificil por
varias razones. El primer problema fue la escasez de colecciones buenas de herbario. La
mayoria de las especies tienen las hojas muy grandes, las inflorescencias y las frutas también
exhiben caracteristicas biologicas, como fonologia, muy estacional que hacen dificil reunir
material completo. El segundo problema fue el uso de diferentes conceptos de géneros por los
taxonomistas. En el Field Guide to the Palms of the Americas, todas las especies de la subtribu
Attaleinae sensu UBV and Dransfield (1987), citado por PINTAUD’ (2008), son incluidas en
el género Attalea, mientras que en el Taxonomic Treatment of Palm Subtribe Attaleinae, el
grupo es tratado como cinco géneros separados (Attalea sensu stricto, Orbignya, Scheelea,
Maximiliany Ynesa)’.
Los frutos de las palmeras han servido como parte de la alimentacion del poblador amazdnico
peruano; entre las principales se tiene: el pijuayo (Bactris gasipaes H.B.K.), muy utilizado en
diferentes formas para bebidas y cocido; el aguaje (Mauritia flexuosa), que se utiliza para
preparar refrescos y helados; el huasai (Euterpe oleracea y Euterpe precatoria), tambien
utilizado para la alimentacién humana, y las Attaleas, conocidas comunmente como shapajas
o shebones, cuyos frutos, no todos con pulpa y almendra, presentan alta concentracion de
grasas. "™
Los acidos grasos en los aceites de frutos amazénicos se han convertido en una fuente
interesante para potenciarlos, ya sea en la industria oleaginosa, como en la futura de
biocombustibles, de tal modo que, Pinataud (2010) cree que este género se presenta como una
excelente alternativa para fortalecer el desarrollo industrial de los pueblos amazoénicos'.
Los frutos de las palmeras han demostrado tener cierta concentracion de material proteico,
entre éstas se encuentran al pijuayo (Bactris gasipes H.B:K) (6,1%); huasai (Euterpe
oleracea) (3,8%); ungurahui (Jessenia bataua Mart.) (7,4%)". Una especie similar a las
Attaleas en estudio y que por mucho tiempo se la considero6 en este género, es el babast
(Orbiygnia speciosa), el cual llamo la atencién como un arbol no suficientemente utilizado,
pero que tenia un valor econémico de interés. Las almendras contienen de un 60 a 70% de
aceite; el contenido proteico de las harinas de almendra del babasu esta alrededor del 19%;
presenta todos los aminoécidos esenciales. Es considerablemente rico en acidos saturados de
cadena carbonada media, conteniendo 33,6 y 19,9% de acido laurico y miristico,
respectivamente; el unico acido graso insaturado de importancia que se encontro fue el acido
oleico, conun 14%’.
El objetivo del presente estudio es realizar la caracterizacion quimica de las especies 4.
moorei, A. sp.y A. salazarii.
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PARTE EXPERIMENTAL

Material

Se colectaron muestras de Attalea moorei, Attalea sp. 'y Attalea salazarii (figura 1), en
poblaciones naturales de los distritos de Tarapoto (Region San Martin), Jenaro Herrera,
Bagazan y Tamshiyacu. La identificacion de las especies para este estudio la realizo el
boténico Dr. J. Pintaud.

(a) (b)

Figura 1. (a) Fruto de Attalea moorei; (b) Fruto de Attalea sp.;
(c) Fruto de Attalea salazarii

El material colectado fue trasladado al Laboratorio de Sustancias Bioactivas del IIAP en
Iquitos.

Métodos

Analisis bromatologicos

En los analisis bromatologicos se determind los siguientes parametros: humedad, ceniza,
proteina bruta y lipidos'.

Analisis de minerales por espectrofotometria de absorcion atomica

Para la determinacion de minerales se realizd digestiones sucesivas con HCl 6N y 3N
partiendo de cenizas y los estandares se prepararon con HCl 0,3N; se utilizd un
espectrofotometro de absorcion atomica VARIAN AA240".

Analisis de aminoacidos por cromatografia de capa fina

Se identificaron aminodacidos esenciales en la semilla de los frutos, para lo cual se pesé 0,05g
de muestra desengrasada, realizdndose una extraccion con agua destilada denominada
extracto “A” y otra con agua acidulada con HCI 1N, denominada extracto “B”’; ambas fueron
colocadas en bafio de agua a 100 °C y centrifugadas. Posteriormente se aplico 20 ul de cada
extracto para la identificacion por cromatografia de capa fina. Los sistemas y reveladores
utilizados fueron: extracto “A”, sistema: alcohol n-butilico: acetona: amoniaco: agua
(50:50:10:50) y solucion etandlica de ninhidrina al 0,20% como revelador; extracto “B”,
sistema: alcohol n-butilico: 4cido acético glacial: agua (80:48:32) y solucién acetonica de
ninhidrina al 0,25% como revelador".
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Caracterizacion de acidos grasos

Para la caracterizacion de acidos grasos, los aceites fueron purificados y esterificados”. La
identificacion por cromatografia gaseosa se realizo utilizando un equipo VARIAN 450-GC,
columna de silica fundida supelcowax de 60 m y 0,25 mm. de d.i. conteniendo 0,25 pm de
polietilenglicol, detector de ionizacion de llama (FID), helio como gas de arrastre a un flujo de
1,5 ml/min, programacion de temperatura de la columna con calentamiento a 1 °C/min desde
170 °C hasta 225 °C, temperatura del detector de 260 °C, razon de division split de la muestra
enelinyectorde 1/20".

RESULTADOS Y DISCUSION
De acuerdo a la tabla 1, donde se observa los analisis bromatologicos de las palmeras, el
porcentaje de proteinas de estas especies del género Attalea es considerable, observandose
mayor porcentaje en la Attalea sp.

Tabla 1. Analisis bromatologicos de las almendras de palmeras A. moorei, A. sp. y A. salazarii

Muestras Parametros, g/100g
Humedad Cenizas Proteinas Grasas Carbohidratos

Attalea  22,49'+127 154°+0,07 14,41°+0,19 23,02°+3,85 54,81°+1,54
moorei

Attalea  52,46°+0,56 1,30°P+0,06 17,48°+0,74 18,03°+1,93 63,19 +2,48
sp.

Attalea  23,55%+0,25 1,44°+0,01 10,165+0,11 19,47°+0,32  68,93°+2,.25
salazarii

* Los datos en las tablas representan el promedio + desviacion estandar y las letras difieren, si
estadisticamente son diferentes p<0,05.

Enlatabla?2 se observa la concentracion de minerales en la semilla de las palmeras en estudio.
En cuanto a los analisis de los micro y macro nutrientes presentes en la almendra, se tiene que
la Attalea salazarii presenta mayor contenido de potasio y la Attalea moorei presenta mayor
contenido de sodio y magnesio.

Tabla 2. Concentracion de minerales en almendras de palmeras 4. moorei, A. sp. y A. salazarii

Minerales . .
me/100g Attalea moorei Attalea sp. Attalea salazarii
Ca 24 30" £ 0,28 78400 £7,12 44,55 +3,06

b

K 490,13" + 25,68 ‘1‘857’33 * 578,65 + 28,90
Fe 2,95+ 0,24 1,68 + 0,09 0,51°+ 0,07
Cu 0,96"+ 0,08 0,83*+ 0,03 1,3 + 0,02
Zn 1,73+ 0,03 1,21°+ 0,04 1,86 + 0,08
Mg 134,83 + 3,57 102,37 +£8,90 111,68 +2,52
Mn 1,43*+ 0,06 1,98+ 0,25 1,65°+0,13
Na 153,18 +6,03 126,28 +8,30 120,55+ 9,21

* Los datos en las tablas representan el promedio + desviacion estandar y las letras difieren, si
estadisticamente son diferentes p<0,05.
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En la tabla 3 se muestra la identificacion de los aminoacidos de las palmeras en estudio, donde
se observa que las tres especies presentan los diez aminoacidos esenciales.

Tabla 3. Identificacion de aminoacidos en almendras de palmeras
A. moorei, A. sp. y A. salazarii

Aminoacidos Muestras
esenciales Attalea Attalea Attalea
moorei Sp- salazarii

Lisina ++ +++ +++
Arginina ++ +++ +++
Valina +++ ++ +++
Metionina ++ ++ ++
Treonina + + +
Histidina + + ++
Isoleucina ++ + +
Leucina ++ + +t+
Fenilalanina - ++ ++
Triptéfano +++ ++ -+

* Presencia: +, baja; ++, media; +++, alta

En la tabla 4 se observa los resultados de la caracterizacion de acidos grasos de las almendras
extraidas de las semilla de dos de las especies en estudio: Attalea sp. y Attalea salazarii,
comparadas con la almendra de Attalea moorei, como se ve, lacomposicion es muy rica en acido
laurico, observandose diferencias significativas entre las tres especies en casi todos los acidos
grasos; dichos resultados son similares a los reportados en la Attalea butyracea (palma yagua)".

Tabla 4. Caracterizacion de acidos grasos de las almendras de
A. moorei, A. sp. y A. salazarii

Acidos grasos

me/100g Attalea moorei Attalea sp. Attalea salazarii

Acido caprilico 6,17 +0,14 7,71 £ 0,24 7,06 £ 0,06°
Acido caprico 4,66 + 0,08 6,67 +0,10° 6,31+ 0,20
Acido laurico 44,40+ 0,25 47,97 +0,70 51,84 +0,53
Acido miristico 18,73 £0,10" 15,54+ 0,87 15,40 + 0,52
Acido palmitico 927 +0,11° 7,60 £ 0,55 7,53 £ 0,43
Acido estearico 3,41 +0,08 3,42+ 0,03 3,55+0,08
Acido oleico 11,77+ 0,17 9,47 +0,21° 7,53 £ 0,45
Acido linoleico 1,60 £ 0,03 N.P. N.P.

* Los datos en las tablas representan el promedio + desviacion estandar y las letras difieren, si

estadisticamente son diferentes p<0,05.
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CONCLUSIONES
Deacuerdo a los resultados obtenidos concluimos que:

- Attalea moorei reportd un mayor porcentaje de lipidos, presentando mayor porcentaje de

acidos saturados, acido laurico en Attalea salazarii y dcido miristico en Attalea moorei.

- En la cuantificacion de minerales la Attalea moorei presentd mayor concentracion de
sodio y magnesio enrelacion a Attalea sp. y Attalea salazarii. La Attalea salazarii reportd
mayor concentracion de potasio. Se observo que Attalea sp. presentd una concentracion
tres veces mayor de Ca, que Attalea moorei.

- En la identificacion de aminoacidos se observo que los frutos presentan todos los
aminoacidos esenciales.

- Deacuerdo a la composicion de acidos grasos, en las tres especies estudiadas se clasifica
como un aceite del tipo laurico, con potenciales de uso similares al aceite de coco.
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EFECTO ANTIAGREGANTE PLAQUETARIO in vivo Y
FIBRINOLITICO in vitro DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS
HOJAS DE Oenothera rosea Aiton (chupasangre)

Hilda Vanessa Diaz Porrasa*, César Fuertes Ruiton’, Delia Whu Whub,
Bertha Jurado Teixeira’, Mirtha Roque Alcarrazd, Jorge Arroyo Acevedo'.

RESUMEN
En el analisis fitoquimico del extracto etanolico de las hojas de Oenothera rosea Aiton, se
identificaron: taninos, flavonoides, quinonas, alcaloides y saponinas, teniendo como objetivo
principal determinar el efecto del extracto etandlico de las hojas de Oenothera rosea Aiton
sobre la hemostasia; para eso se evalud el efecto fibrinolitico in vitro del extracto etandlico a
las siguientes concentraciones: 5,8; 0,29 y 0,014 mg/ml en sangre venosa humana; para el
efecto antiagregante plaquetario se administré 25, 50 y 100 mg/kg del extracto a 40 ratas
albinas hembras, las que se dividieron en 5 grupos de 8 animales cada uno. Al grupo control se
administro suero fisiologico 5 ml/kg y se utilizo aspirina 100 mg/kg, como farmaco estandar;
se determind el tiempo de protrombina y tiempo de coagulacion, obteniéndose mayor efecto a
50 mg/kg al variar en 8% (p<0,000) y 45% (p<0,001), respectivamente.
Palabras clave: Oenothera rosea, fibrinolitico, antiagregante plaquetario, flavonoides.

ANTIPLATELET EFFECT in vivo AND FIBRINOLYTIC in vitro
ETHANOL EXTRACT LEAVES
Oenothera rosea Aiton (chupasangre)

ABSTRACT

The phytochemical analysis of the ethanol extract of the leaves of Oenothera rosea Aiton were
identified: tannins, flavonoids, quinones, alkaloids and saponins, the main objective to
determine the effect of ethanol extract of the leaves of Oenothera rosea Aiton on hemostasis,
to that was evaluated the in vitro fibrinolytic effect of ethanol extract at the following
concentrations: 5.8, 0.29 and 0.014 mg/ml human venous blood to the antiplatelet effect was
given 25, 50 and 100 mg/kg of extract 40 female albino rats, which were divided into 5 groups
of 8 animals each. The control group was administered saline 5 ml/kg and used aspirin 100
mg/kg, as standard drug, we determined the prothrombin time and clotting time obtaining
greater effect than 50 mg/kg to vary by 8% (p<0.000)and 45% (p <0.001) respectively.

Key words: Oenothera rosea, fibrinolytic, antiplatelet effect, flavonoids.

INTRODUCCION
El Pert es uno de los paises mas destacados en diversidad bioldgica; existen alrededor de
25,0000 especies de plantas medicinales, mucha de las cuales poseen propiedades
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terapéuticas. La Organizacion Mundial de la Salud reconoce la importancia del rol que
desempena el uso y utilizacion de las plantas medicinales en la “Atencion Primaria de la
salud”; recomienda y respalda su integracion en los sistemas nacionales de salud; estima que
casi el 80% de todos los habitantes de la Tierra los usan para resolver sus principales
problemas de salud '. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las
enfermedades cardiovasculares, como el infarto al miocardio y accidente cerebro vascular,
cobran 17,5 millones de vidas al afio en el mundo y tienen como causa principal la trombosis o
coagulacion sanguinea en el interior de las arterias para producir estas enfermedades; entre
otras. Para su tratamiento se dispone de varios grupos de medicamentos, denominados en
conjunto como anticoagulantes; entre éstos se encuentran: antiagregantes plaquetarios,
anticoagulantes orales y tromboliticos. Entre los antiagregantes plaquetarios reconocidos
tenemos la Aspirina, pero produce inflamacion gastrica como efecto adverso principal.

Oenothera rosea Aiton es conocida vulgarmente como chupasangre en la medicina
tradicional peruana; es utilizada para diferentes tratamientos como: antiinflamatorio, para la
neumonia, tuberculosis pulmonar, gonorrea y para nuestro interés, en hinchazones por su uso

para absorber la sangre de los hematomas provocados por golpes y contusiones .

PARTE EXPERIMENTAL
Las hojas de Oenothera rosea Aiton se colectaron en la comunidad campesina de San José de

Huaylahichan, distrito de Acobamba, provincia de Tarma, departamento de Junin en el mes de
abril del 2010

Preparacién del extracto etanélico de hojas de Oenothera rosea Aiton

Doscientos veintiocho gramos de las hojas secadas y molidas de Oenothera rosea Aiton
fueron macerados con 1400 ml de etanol 96% por 7 dias con constante agitacion y protegido
de laluz en un frasco de color ambar de boca ancha, el macerado fue filtrado sobre papel filtro;
la solucién extraida se guardo en un recipiente de vidrio de 5 L de capacidad. Una segunda
maceracion se realizo en las condiciones antes sefialadas; se filtrd y la solucion extraida se
adicion6 al recipiente de vidrio de la primera maceracion. Las soluciones filtradas se
sometieron a evaporacion en el evaporador rotatorio con bafio Maria de 60 °C, obteniéndose

treinta y dos gramos de extracto etandlico.

Estudio fitoquimico
Ensayos preliminares
Con la finalidad de detectar los diferentes constituyentes quimicos del extracto etanélico
desecado, se emplearon los siguientes ensayos:
Ensayos fisicos

Marcha de solubilidades
En una bateria de tubos de ensayo se coloco el extracto etanodlico seco de las hojas de
Oenotherarosea Aitony se le agregd 2 ml del solvente en el siguiente orden: n- hexano, éter de
petrdleo, benceno, acetona, cloroformo, acetato de etilo, 1-butanol, metanol, etanol y agua
destilada.

Screening fitoquimico

Ensayos de coloracion
Se han realizado pruebas de color a través de reacciones cromogénicas, en tubos de ensayo
para determinar los metabolitos primarios y secundarios mas importantes, mediante la marcha
fitoquimica preliminar.™.
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Analisis cromatografico.

Se realizo sobre papel Whatman N° 1, cuya medida fue de 11 cm de ancho x 60 cm de largo;
como fase movil seus6 BAA (1-butanol - acido acético - agua, 4: 1: 5). Los cromatogramas
obtenidos fueron examinados con luz UV y NH, / UV; cada banda fue cortada y eluida con
metanol y analizada mediante la reaccion de Shinoda; asimismo, se observo los
desplazamientos de los maximos de absorcion al agregar: MeONa, NaAcO, NaAcO/H,BO,,
AICI, y AICL,/HCI a la solucién metanolica de la banda con mayor concentracion’, haciendo
uso de un espectrofotdmetro UV- visible.

Prueba preliminar del efecto fibrinolitico in vitro de los flavonoides del extracto
etanolico seco de Oenothera rosea Aiton (chupasangre)

Procedimiento: Se usé el método descrito por Prasad’, se hizo un ensayo como piloto con
sangre venosa humana, proveniente de personas que no consumen anticonceptivos ni
anticoagulantes, se pesaron inicialmente los tubos Eppendorf, se agregd 500 ul de sangre y se
puso en la estufaa 37 °C por 45 minutos; unavez formado el codgulo, se retird todo el suero de
la muestra por aspiracion con micropipeta sin alterar el coagulo formado, se pes6 nuevamente
y se obtuvo por diferencia el peso del codgulo seco. Cada tubo Eppendorf que contuvo el
coagulo se rotul6 debidamente y se agregd 500 pl de la solucion metanoélica que contenian los
flavonoides; nuevamente se pusieron en la estufa a 37 °C por 90 minutos. Finalmente, se
removio el liquido de los tubos y se pesaron.

Efecto fibrinolitico in vitro del extracto etanolico seco de Oenothera rosea Aiton

Se us6 el método descrito por Prasad’, se trabajoé con sangre venosa de 10 personas
voluntarias, cuya edad promedio fue de 24 afios, quienes nunca consumieron anticonceptivos
ni anticoagulantes. Se pesaron inicialmente los tubos Eppendorf; se agreg6 500 ul de sangre y
se pusieron en la estufa a 37 °C por 45 minutos; una vez formado el coagulo, se retird todo el
suero de la muestra por aspiracion con micropipeta sin alterar el coagulo formado; se pesé
nuevamente y se obtuvo por diferencia el peso del coagulo seco. Cada tubo Eppendorf se
rotulé debidamente y se agregd 500 pl del extracto etanolico seco a la concentracion de 5,8
mg/ml previamente reconstituido en etanol al 96°; con el mismo procedimiento se trabajaron
las concentraciones 0,29 y 0,014 mg/ml; nuevamente se colocaron en la estufa a 37 °C por 90
minutos. Finalmente, se removio el liquido de los tubos y se pesaron. La prueba se repitid por
triplicado, con un total de 90 tubos Eppendorf.

Efecto antiagregante plaquetario in vivo del extracto etandlico seco de las hojas de
Oenothera rosea Aiton

Siguiendo el método de CYTED' para la actividad antiagregante plaquetario, se utilizaron 40
ratas albinas hembras cuyo peso fue 210 + 4 g las que fueron divididas en 5 grupos de 8
animales cada uno.

Grupo control: Se administré 5 ml/kg de suero fisiologico 5 ml/kg dos veces al dia.

lgr. grupo experimental: Se administré 25 mg/kg del extracto de chupasangre dos veces al
(21?(;. grupo experimental: Se administrdé 50 mg/kg del extracto de chupasangre dos veces al
(31:; grupo experimental: Se administré 100 mg/kg del extracto de chupasangre dos veces al
dGllsz.lpo estandar farmacologico: Se administrd 100 mg/kg de aspirina dos veces al dia.
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Analisis estadistico

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas, expresados en valores medios + error
estandar, en un intervalo de confianza del 95%. Se ha tenido en cuenta una p<0,05 para
considerar significativos los hallazgos. Se aplico el analisis de varianza para establecer la
significancia estadistica del tratamiento. Se utiliz6 el programa estadistico SPSS, version 13,
aflo 2006; asimismo, los programas Word y Excel 2007.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis fitoquimico
El extracto etandlico de las hojas de O. rosea fue sometido al ensayo de solubilidad; para lo
cual se hizo uso de un grupo de solventes ordenados de acuerdo a su polaridad (tabla 1).

Tabla 1. Prueba de solubilidad

SOLVENTES RESULTADOS
n - hexano -
Eter de petrdleo -
Benceno -
Acetona +
Cloroformo ++
Acetato de etilo ++
1- utanbl +4
Metanol +++
Etanol A+
Agua destilada ++
+ Es soluble - No es soluble

Screening fitoquimico

Se determino la presencia de taninos, saponinas, flavonoides, quinonas y alcaloides. Los
datos coinciden con los obtenidos por Gonzales y cols’, quienes realizaron un estudio
fitoquimico comparativo entre Oenothera rosea 'y Oenothera multicaulis; sin embargo, los
resultados reportados para Oenothera multicaulis coinciden con Oenothera rosea Aiton,
planta estudiada en este trabajo de investigacion; destacando que Oenothera multicaulis

reporta tambien alcaloides y saponinas (tabla 2).

Tabla 2. Screening fitoquimico del extracto etanodlico

Constituyente

quimico Reactivo Resultado Calificacion
Carbohidratos R. Molish Anillo en zona color violeta +++
Fenoles R. Cloruro de fierro (III)  Precipitado azul -
Taninos R. gelatina Precipitado blanco -+
Aminoécidos y R. Ninhidrina Precipitado blanco -
grupos aminas

sigue ...
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Flavonoides
Quinonas
Alcaloides
Alcaloides

Leucoantocianidinas

Grupo carbonilo

Glicosidos

Saponinas

Esteroides libres o
triterpenoides

R. Shinoda

R. Borntranger
R. Dragendorff
R. Mayer

R. Rosenheim

R. Hidroxilamina

R. Vainillina - sulfurica

R. Lieberman Burchardt

Coloracion ligeramente rojizo
Coloracién rojo

Precipitado ligeramente rojizo
Precipitado blanco

Precipitado ligeramente
naranja

No se forma abundante
precipitado

La formacion de anillos
coloreados

Produccién de 0,5 cm de
espuma estable por 10 minutos

Coloracion verde

++

+++

++

++

+++

++

+ Reaccion positiva

- Reaccion negativa

Analisis cromatografico en papel (CP)

Los flavonoides fueron analizados y fraccionados por cromatografia en papel, en un sistema
descendente; se obtuvo 16 fracciones de flavonoides, cuyas propiedades fluorescentes fueron
analizadas en la lampara de luz UV con y sin vapores de amoniaco, seguida de la reaccion de
Shinoday su lectura en el espectrofotometro UV - Visible (tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de las bandas cromatograficas en papel eluidas con metanol y
caracterizadas por espectrofotometria UV / Visible

Eluatos de las fracciones
obtenidas por cromatografia en Con NH;en Bandas espectrales UV
papel la lampara Shinoda
Fraccion N° ?olor en la deluz UV Banda I Banda II
lampara UV
1 Celeste débil No cambia -- -- --
2 Purpura No cambia -- 362 272
3 Amarillo Intensifico -- 356 258
4 Purpura No cambia -- 365 272

sigue ...
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5 Amarillo Intensifico - 353 257
fluorescente

6 Purpura intenso No cambia -- 355 259

7 Amarillo débil Lila claro -- 361 266

8 Purpura claro Celeste - 364 260

claro
9 Parpura intenso Verde claro  Lila claro 360 259
10 Purpura azulado Celeste Melon 345 260
claro intenso
11 Purpura oscuro Verde muy ~ Rosado 362 259
intenso intenso

12 Amarillo Rosado Melon 362 258

13 Purpura claro No cambia -- 358 258

14 Purpura intenso Celeste - - -
claro+++

15 Purpura claro Celeste Amarillo - -
claro ++

16 Rojo naranja Intensific6 ~ Amarillo - -

Con la finalidad de obtener la posible estructura del flavonoide responsable de la actividad
farmacolégica, se realizo una prueba preliminar donde se detecto que la fraccion 9 fue la que
presentd mayor actividad en la prueba piloto; estos ensayos fueron complementados con las
reacciones de desplazamiento’. Al tratarlo con metoxido de sodio hubo un efecto batocrémico
de 14 nm (tabla 4), lo que nos indicaria que el compuesto tiene hidroxilos libres,
principalmente en la posicion 4”; al hacer reaccionar con tricloruro de aluminio se formé un
complejo fuerte entre el carbonilo y el oxidrilo de la posicion del C- 5; al agregarle el HCI el
complejo formado no se descompuso, lo que indic6 la presencia de un oxidrilo en el C — 5,
cuyo esqueleto basico corresponderia al de una flavona; por consiguiente se propone la
estructura siguiente (figura 1):

OH

Figura 1. 4’- 5, 7 trihidroxiflavona
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Figura 2. Espectro UV / Visible del flavonoide de la fraccion 9 del extracto
etanolico de las hojas de Oenothera rosea Aiton

Tabla 4. Comportamiento de la fraccion 9 frente a los reactivos de desplazamiento para
determinar las caracteristicas estructurales del flavonoide.

‘s . Lectura de picos Las bandas de absorcion en nm por
Extracto | Fraccion | Pico . .
efecto de los reactivos de desplazamiento
Extracto XMeOH | X McOH | xMeOH | x MeOH + X McOH | 3 3MeOH
etanolico +MeONa | +AICI AICI +HCl | +ACONa | +ACONa
de hojas 3 3 +H_BO
303

de 9
Oenothera 1 360 403 367 358 382 376
rosea
Aiton 2 258 272 265 267 266 263

Cuantificaciéon de flavonoides
Se obtuvo 58,25 mg de flavonoides totales por 1 gramo de extracto etanolico seco de las hojas
de Oenothera rosea Aiton

Efecto fibrinolitico in vitro de los flavonoides del extracto etanélico de las hojas de
Oenothera rosea Aiton

Segtin el método sefialado por Prasat y cols’, para el efecto fibrinolitico in vitro se utiliz6
estreptoquinasa; ésta es un agente fibrinolitico demostrado'’; se adicion6 un tampén fosfato
salino, debido a que la estreptoquinasa es una proteina, que para su funcionamiento es
imprescindible el mantenimiento del pH; las diluciones fueron realizadas con agua estéril
(figura 3).

Para el estudio del efecto fibrinolitico in vitro el extracto etandlico se diluy6 en alcohol de 96°;
a las concentraciones 5,8; 0,29 y 0,014 mg/ml, ademas del blanco y el control: se observo la
actividad fibrinolitica del flavonoide sometido a la prueba piloto. (figura 4).
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Figura 3. Prueba preliminar del efecto fibrinolitico de los
flavonoides de Oenothera rosea Aiton

Del efecto fibrinolitico del extracto etandlico de las hojas de Oenothera rosea Aiton

o
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Figura 4. Efecto fibrinolitico in vitro del extracto etanolico de las hojas
de Oenothera rosea Aiton (chupasangre)

Efecto antiagregante plaquetario in vivo del extracto etandlico de las hojas de Oenothera
rosea Aiton

Posiblemente los flavonoides contenidos en el extracto etandlico de las hojas de Oenothera
rosea Aiton son los responsables de la actividad antiagregante plaquetario, por la inhibicion de
la formacion de tromboxano''; nos basamos en la informacion proporcionada por Alvarez y
cols"”, que hizo un estudio de la accion cardiovascular y sanguinea de los flavonoides, citando
en su publicacion que los flavonoides bloquean la ruta del acido araquiddnico, por inhibicion
de la ciclooxigenasa y/o lipoxigenasa, o el impedimento de la formacion del tromboxano y el
antagonismo sobre su receptor; esta informacion concuerda con Triboli y cols”
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Figura 5. Efecto del extracto etandlico de las hojas de Oenothera rosea
Aiton sobre el tiempo de coagulacion.
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Figura 6. Efecto del extracto etandlico de las hojas de Oenothera rosea
Aiton sobre el tiempo de protrombina.

CONCLUSIONES

- Elestudio fitoquimico cualitativo del extracto etanodlico de las hojas de Oenothera rosea
Aiton (chupasangre) indica la presencia de flavonoides, taninos, alcaloides, quinonas y
saponinas, entre los metabolitos mas importantes. Se encontré flavonoides en una
concentracion de 58,25 mg por gramo de extracto; el principal flavonoide tiene una
estrcutura general que responde a la estructura 4',5, 7- trihidroxiflavona, la cual parece ser
laresponsable de la actividad fibrinolitica in vitro.

- Sedemostré el efecto antiagregante plaquetario in vivo del extracto etandlico de las hojas
de Oenothera rosea Aiton (chupasangre) al haber diferencia significativa en 8 %
(p<0,000) para la prueba de tiempo de protrombina y 45% para la prueba de tiempo de
coagulacion (p<0,001) comparado con la aspirina que fue usada como farmaco estandar.

- Se demostro el efecto fibrinolitico in vitro al lisar los coagulos formados en sangre de
voluntarios sanos, con el extracto etandlico de Oenothera rosea Aiton, a la concentracion
de 5,8 mg/ml.
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43° Congreso Mundial de Quimica de la [UPAC
(30 de julio - 7 de agosto - 2011)

La realizacion del 43° Congreso Mundial de Quimica de la [UPAC tuvo ribetes particulares y
unicos. Puerto Rico se convirtid en el primer lugar en Latino América en organizar esta magna
reunidn; asicomo también, la Asamblea General de la International Union of Pure & Applied
Chemistry (IUPAC).

Se congregaron, en este evento, cientificos, quimicos y visitantes de todas partes del orbe con
el tema del afio: “Chemistry Bridging Innovation Among the Americas and the World”—
TUPAC 2011 (““Quimica Puente de Innovacion entre las Américas y el Mundo). Se incluyeron,
plenarias, simposios, presentaciones, talleres, seminarios, cursos, reuniones de grupo y
eventos cientificos sobre el estado del arte.

El programa, desarrollado completamente en idioma inglés, desarrolld 36 simposia que
cubrieron una amplia gama de temas, los que incluyeron: Fuentes de energia alternativas;
Quimica y Medio Ambiente; Quimica de la Vida; Educacion Quimica y Patrimonio; Quimica
Industrial y Aplicada; Ciencias de los Materiales; Nanotecnologia; Sintesis Quimica; Analisis
Quimico y deImagen; y, Quimica Tedrica, Fisicay Computacional.

Se conto6, ademas, con la participacion de siete Premios Nobel de Quimica:

Dr. Aaron Ciechanover (2004) de Israel

Dr. Richard R. Ernst (1991) de Suiza

Dr. Robert Grubbs (2005) de EE.UU.

Dr. Roald Hoffmann (1981) de EE.UU: (Universidad de Cornell)

Dr. Mario J. Molina (1995) de EE.UU. (Universidad de California en San Diego y el
unico latinoamericano con un Premio Nobel en Quimica)

Dr. Richard Schrock (2005) de EE.UU (Massachusetts Institute of Technology)

Dra. AdaYonath (2009) de Israel.

O D D D

> D

En el discurso de la sesion plenaria  Why Our Proteins Have to Die so We shall Live: The
Ubiquitin Proteolytic System — From Basic Mechanism Thru Human Diseases and onto Drug
Development, el Dr. Aaron Ciechanover se refirio a la compleja cascada de la ubiquitina,
involucrada en la degradacion de las proteinas celulares a través de un proceso altamente
complejo, controlado temporalmente y regulado de manera estrecha. Esta cascada juega un
papel principal en una variedad de procesos celulares basicos, tales como el ciclo y la
diferenciacion celulares, la comunicacion de la célula con el medio extracelular y el
mantenimiento del control de la calidad celular. Sefialé ademas que con la multitud de
sustratos blanco y el sinfin de procesos involucrados. No es sorpresa que las aberraciones en
esta via hayan sido implicadas en la patogénesis de muchas enfermedades, ciertos canceres y
la neurodegeneracion, entre otras; y, que el sistema haya devenido en una importante
plataforma para la orientacion del desarrollo de nuevos farmacos.

En el abordaje del tema From Monsieur Fourier's Calculus to Medical Imaging: The
Importance of the Fourier Transformation in Spectroscopy, el Dr. Richard R. Ernst sefial6 la
relevancia de la transformada de Fourier en la ciencia, su importancia fundamental para
cualquier exploracion experimental donde las relaciones insumo-producto estan siendo
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utilizadas. Los resultados experimentales, obtenidos en un experimento con dominio del
tiempo, necesitan ser transformados a dominio de la frecuencia para su comprension, y los
datos de las investigaciones espaciales de impulso requieren una transformacion al espacio
geométrico para visualizar los resultados.

La transformada de Fourier se utiliza para pasar al dominio de la frecuencia una sefial para asi
obtener informacién que no es evidente en el dominio temporal. Por ejemplo, es mas facil
saber sobre qué ancho de banda se concentra la energia de una sefial analizdndola en el
dominio de la frecuencia.

También sirve para resolver ecuaciones diferenciales con mayor facilidad y, por consiguiente,
se usa para el disefio de controladores clasicos de sistemas realimentados si conocemos la
densidad espectral de un sistema y la entrada podemos conocer la densidad espectral de la
salida. Esto es muy util para el disefio de filtros de radiotransistores.

La transformada de Fourier también se utiliza en el ambito del tratamiento digital de
imagenes, como por ejemplo para mejorar o definir mas ciertas zonas de una imagen
fotografica o tomada con una computadora. Sin embargo, el primer uso practico de la
transformada de Fourier en la espectroscopia tuvo lugar en la interferometria " dptica,
empezando con las investigaciones de A.A. Michelson. Posteriormente, la resonancia
magnética, especialmente la NMR, se beneficio enormemente a partir de las aplicaciones de la
transformada de Fourier. Los experimentos moleculares y de imagenes médicas, utiliznado
los rayos X y la resonancia magnética estdn actualmente dentro de las aplicaciones mas
prominentes de la transformada de Fourier. Finalmente, el Dr. Ernst presento una vision
general de las excitantes posibilidades aplicativas de la transformada de Fourier.

La premio Nobel Ada Yonath expuso el tema The Stunnin Ribosomal Architecture &
Advanced Antibiotics Ribosomes, iniciandolo sefialando la impresionante arquitectura
ribosomal que hace que actuen como polimerasas muy eficientes que traducen el codigo
genético en proteinas. Esta estructura supone ademas una movilidad inherente que facilita su
buen rendimiento como las enzimas del RNA. El sitio de formacion del enlace peptidico se
localiza dentro de una region simétrica interna universal que conecta todas las funciones de
control remoto ribosomal involucradas en sus funciones. La elaborada arquitectura de esta
region posiciona a los sustratos ribosomales en estereoquimicas apropiadas para la formacion
de enlaces peptidicos para la catélisis mediada por sustrato y para la translocacion de sustratos.
La alta conservacion de esta region simétrica implica su existencia independientemente de las
condiciones ambientales e indica que puede ser un remanente de una maquina RNA prebiotica
que esta funcionando aun en los ribosomas contemporaneas. Adyacente al sitio de formacion
del enlace peptidico se encuentra un tunel elongado, a lo largo del cual progresan las cadenas
nacientes hasta que emergen fuera del ribosoma. Este tiineless estd involucrado en las
funciones de sefalizacion y entrada, provee del sitio de union de la primera chaperona celular
que encuentra la cadena naciente que emerge y alberga a una importante familia de
antibidticos que act@ian a nivel ribosomal. Los avances en la diferenciacion entre los
ribosomas de los patdgenos y de los organismos superiores y en los mecanismos de resistencia
a los antibioticos, incluyendo reordenamientos conformacionales secundarios ocasionados
por mutaciones remotas; la resistencia cruzada a los antibidticos ribosomales. Asi, se ha
orientado el uso clinico de los antibidticos a blancos que sean regiones completamente
conservadas, tales como el centro de la peptidil transferasa (PTC), habiéndose ademas
caracterizado diferencias quimicas pequefias que pueden convertir la competencia en
sinergismo. Asi, la posibilidad de antibioticos avanzados eficientes y/o la mejora de los
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compuestos existentes podrian ser evaluados, allanando el camino para el desarrollo
interesante en esta area.

Al exponereltema All the ways to have a bond el Dr. Roald Hoffman expres6 el concepto
de enlace quimico, como esencial para la quimica, discutiendo algunos de los criterios
experimentales frecuentes para juzgar la presencia y fuerza de un enlace: longitud, energia,
constantes de fuerza, magnetismo, desdoblamientos de energia y otros criterios
espectroscopicos. Asimismo, se refiri6 a los érdenes de enlace, los andlisis de poblacion, los
puntos criticos del enlace y las funciones de localizacion de electrones. Considerd que
cualquier definicion rigurosa de enlace quimico pudiera ser pobre y que un enlace sera un
enlace por algunos criterios pero no por otros, debiendo respetarse la tradicion quimica y
divertirse con lariqueza de la misma de algo que tal vez no pueda definirse con claridad.

En la conferencia Chemistry and Climate Change, el Dr. Mario Molina considerando al
cambio climatico como el reto ambiental mas serio que enfrenta la sociedad en el siglo XXI,
evidenciado por el creciente aumento de la temperatura terrestre y el incremento en la
frecuencia de eventos climaticos extremos y reconociendo que hay muy poca duda de que las
actividades humanas han modificado la composicion de la atmosfera con el incremento en la
concentracion de gases invernadero tales como el dioxido de carbono, metano y 6xido nitroso,
significativamente desde tiempos pre-industriales, es muy probable que este cambio sea la
causa del incremento de la temperatura. A pesar de esto, considera que urge la necesidad de
que la comunidad cientifica mejore el modo en que la ciencia del cambio climatico se
comunica al ptblico.

Durante el Congreso, el Dr. Richard R. Schrock expuso The Unique Abilities of MAP
Catalysts for Olefin Metathesis indicando que la metatesis de las olefinas conserva su
actualidad y redifinié como se haran en el futuro los dobles enlaces carbono-carbono.

Siendo el 2011, el Afio Internacional y de Quimica y del Centenario del Premio Nobel de
Quimica Marie Curie, el Congreso rindié un homenaje a tan noble cientifica y al papel de la
mujer en la Quimica y la Ingenieria Quimica través de la realizacion del Festival de Quimica,
Ceremonia de Premiacion de ocho distinguidas mujeres en Quimica e Ingenieria Quimica en
Puerto Rico, y ”Una historia de vida de Marie Curie” (ceremonia de premiacion de veintitrés
mujeres distinguidas en Quimica e Ingenieria Quimica.

La SQP y su delegacion peruana integrada por cerca de 30 participantes intervinieron con
trabajos de investigacion presentados en exposiciones y en paneles, compartiendo ¢
intercambiando conocimiento y renovando conjuntamente su amor por la quimica, a través
del establecimiento de nuevos lazos con quimicos, ingenieros quimicos, farmacéuticos y otros
profesionales relacionados con esta ciencia, procedentes de diferentes partes del mundo.

Finalmente, para los organizadores las expectativas se vieron colmadas con un impecable
programa llevado a cabo, la asistencia de casi 3,000 personas avidas de los ultimos avances en
la quimica tanto a nivel de la educacion cientifica, la tecnologia y la innovacion; para los
participantes, ademas de satisfacer las necesidades antes sefialadas, significo un acercamiento
a cientificos de diversas regiones del mundo y un enriquecimiento con la cultura y
hospitalidad portorriquefias.

(Resumen, presentado por la Ing. Quim. Flor de Maria Sosa Masgo).
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INFORMACIONES

de la Sociedad Quimica del Peru

FORO
“La Quimica, Sociedad y Desarrollo Sostenible”

Del 19 al 21 de octubre de 2011

Este Foro esta organizado por la Sociedad Quimica del Perti con la colaboracion del Comité de
la Industria Quimica (de la Sociedad Nacional de Industrias), UNESCO, Academia Nacional
de Ciencias, Colegio de Quimicos del Pert y con el auspicio de varias Universidades,
Colegios Profesionales, Autoridad Nacional del Agua, Catedra de UNESCO de la
Universidad Ramon Llull, Empresas, Bancos, los Ministerio de Educacion, del Ambiente, de
Energiay Minasy de la Produccion.

El foro se organiza en el marco del Decenio de las Naciones Unidas de la Educacion para el
Desarrollo Sostenible (2005-2014) y de la celebracion del “Afo Internacional de la Quimica-
20117, proclamado por las Naciones Unidas a, propuesta de la Union Internacional de
Quimica Puray Aplicada (IUPAC), y en homenaje a Maria Sklodowska-Curie en el centenario
de supremiacion con el Nobel de Quimica (1911).

Esta orientado a difundir entre el publico en general, y muy especialmente entre jovenes, la
contribucion de la quimica al desarrollo sostenible y al bienestar humano.

Comité organizador. Este Comité esta presidido por la Dra. Maria Luisa Castro de Esparzay
lo conforman los Doctores:

- Flor de Maria Sosa Masgo - Roger Guerra Garcia
- Malena de Silva - Olga Lock Sing

Comités técnicos y administrativos:

1. Quimica, salud de las personas y del | 3. Quimica, cambio climatico y
ambiente desarrollo sostenible

Betty Chung Adrian Montalvo

Marco Ramirez Ada Barrenechea

Maria Quevedo Malena Silva

Ana Ramos Rosalina Condemarin

Angélica Rodriguez Marco Ramirez

Ena Cércamo Juana Hidalgo

Maria Luisa Castro Maria Luisa Castro

2. Quimica, cultura de calidad y 4. Quimica, transmisién y generacién de
eficiencia de los procesos conocimiento

Manuel Siiia Lily Chang

Malena Silva Margarita Aurazo

Rosalina Condemarin Rosario Pastor

Jorge Villena Olga Lock

Leonor Méndez Mario Ceroni

Patricia Aguilar Rosa Miglio

Fausto Roncal Nelson Tapia

Ricardo Espinoza Neptali Ale Borja sigue ...




... viene

Raimundo Carranza
Maria Luisa Castro

Ana Maria Osorio
Leonor Méndez
Juan Rodriguez
Jorge Angulo
Roberto Esparza
Jhonny Marchand
Maria Luisa Castro

Experimentos de Quimica para
estudiantes

Visitas técnicas

Margarita Aurazo
Lily Chang
Rosario Pastor

Ada Barrenechea
Alfredo Barrantes
Ricardo Espinosa

Malena Silva

Ada Barrenechea

Betty Chung

Rosalina Condemarin
Marco Ramirez

Flor de Maria Sosa Masgo
Maria Luisa Castro

Juan Carlos Morales Ana Ramos
Roberto Esparza Alejandro Cori
Leonor Mendez

Laura Cortez

Maria Luisa Castro

Logistica Financiamiento
Jorge Villena Malena Silva

Flor de Maria Sosa Masgo

Ada Barrenechea
Juana Hidalgo
Maria Luisa Castro
Ana Maria Osorio

PROGRAMA TENTATIVO
HORA TEMA
Miércoles 19 de octubre
08:30—-09:00 Registro de participantes
09:00—09:30 Inauguracion
Ano Internacional de la Quimica yel Foro
Carlos Herrera Descalzi / Ricardo Gisecke (a confirmar)
09:30 - 10:00 Salud de las Personas
Presentacion 1.1. La Quimica en los medicamentos y alimentos
Amelia Villar, OPS/OMS
10:00-11:00 Mesa Redonda 1.1 Medicamentos y alimentos
11:15— 11:30 Receso
11:30-12:00 Salud del Ambiente
Presentacion 1.2
Toxicos ambientales
Josino Moreira, Instituto FIOCRUZ (Brasil)
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sigue ...
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... viene

12:00 - 13:30 Mesa Redonda 1.2
Toxicos ambientales, agua y saneamiento
Almuerzo
14:30-15:15 Presentacion 2
Cultura decalidad y eco-eficiencia
Marcos Alegre
15:15-16:30: Mesa Redonda 2
Gestion de calidad y eceeficiencia en la industria y el comercio
16:45-17:30 Receso
17:45 —18:30 Alegoria a Maria Curie
Lucia Pozzi Escott
11:00 — 17:00 Sala paralela
Maquetas, posters y demostraciones
18:00 —19:00 Pisco de honor
Jueves 20 de octubre
08:30-09:15 Presentacion 3
Cambio climitico y desarrollo sostenible
Nadia Gamboa
09:15-10:15 Mesa redonda 3
Ambiente, energia, cambio climatico y desarrollo sostenible
10: 15 -10:30
Receso
10:30-11:15 Presentacion 4.1.
Sociedad del conocimiento
Ledn Tratenberg
11:15 - 12:30 Mesa redonda 4.1
Quimica y educacion para el desarrollo
Almuerzo
14:30 - 15:15 Presentacion 4.2
Investigacion, desarrollo e innovacion
Roger Guerra Garcia
15:15-16:30 Mesa redonda 4.2
Investigacion, desarrollo e innovacion
16:30-16:45
Receso
16:45—17:45 Presentacion final
Reflexiones y futuro asociado al fortalecimiento de las Ciencias
y Quimica en el Peru.
José Maria Bayona (Espaiia) a confirmar
18:00 —19:00 Clausura

sigue ...
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sigue ... [11:00 — 17:00 Sala paralela
Demostraciones, maquetas y paneles

Viernes 21 de octubre

8:00—-19:30 Visitas:

e SEDAPAL, Planta de Tratamiento de Agua

e Alicorp 6 Backus (SNI)Industrias con programas degestion dela
calidad

¢ SENASA, Laboratorio de alimentos y productos fitosanitarios

e Instituto Peruano de Energia Nuclear IPEN, Reactor nuclear de
potencia cero

e Antamina,bosqueecolégico en Huarmey

El foro tendra lugar en el auditorio del Colegio Nacional Alfonso Ugarte, en Av. Paseo de la
Reptiblica 3530, San Isidro, Lima.

Inscripciones: Sociedad Quimica del Perti. E-mail: sqperu@gmail.com
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Conferencias delos “Jueves Cientificos” en la Sociedad Quimica del Peru

Ciclo de Conferencias: “La Quimica en sus diversas aplicaciones”

- Seccion: Quimica Ambiental
"Mitigacion del calentamiento global mediante la gestion responsable y sostenible de
sustancias quimicas", dictada por el Mg. Jorge Eduardo Loayza Pérez, Ingeniero
Quimico, profesor principal de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica,
Departamento Académico de Procesos de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, el dia jueves 09 de junio del 2011.

- Seccion: Quimica de Productos Naturales
“Desafios y logros en la investigacion de productos naturales”, dictada por la Dra. Olga
Lock de Ugaz, de la Pontificia Universidad Catolica del Pert, Past Presidenta de la SQP,
eldiajueves 16 dejuniodel 2011.

- Seccion: Quimica Alimentaria
"Quimica ¢ inocuidad de los alimentos: una relacion amor/odio”, dictada por el Dr.
Fernando Quevedo Ganoza, profesor principal de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, el dia jueves el 23 de junio del 2011.

- Seccion: Bioquimica Molecular
“Genotipificacion del virus de la hepatitis C”, dictada por la Mg. Ana Hurtado Alendes,
investigadora docente del Instituto de Medicina Humana de la Universidad de San Martin
de Porres, el dia viernes 24 de junio del 2011.

- Seccion: Nanotecnologia
“El aporte de la quimica en el desarrollo de la nanotecnologia”, dictada por la Ing. Ana
Maria Osorio Anaya, docente de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, el diajueves 30 de juniodel 2011.

Otras Conferencias

- “El mundo de la quimica a través de la filatelia”, dictada por el Dr. Daniel Rabinovich,
profesor principal del Departamento de Quimicade la Universidad de Carolina del Norte
en Charlotte, el dia viernes 08 de julio del 2011.

- “Recubrimiento electrolitico en medio acido de aleaciones en base a Zn, Ni y Co”,
dictada por el MSc. Warren Reategui Romero, docente de la Universidad Nacional de
Ingenieria, el diajueves 14 dejuliodel 2011.

- “Materiales con microestructura eutéctica como alternativa en la generacion limpia de
energia mediante pilas de combustible SOFC”, dictada por el Dr. Luis Ortega San
Martin, el diajueves 21 de juliodel 2011.

Curso: “Gestion de calidad de laboratorios de ensayo segiin lanorma ISO/IEC 17025”

Se dicto este curso con la finalidad de dar a conocer el entorno bajo el cual esta instituida la
acreditacion de los laboratorios de ensayo y, con base en ello, comprender los objetivos que
persigue la norma ISO/IEC 17025. Asimismo, se mostro la estructura de la norma y se
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abordaron los requisitos de gestion y técnicos que la conforman, aplicados a la estructura
organizacional tipica de un laboratorio. El profesor del curso fue el Ing. Enrique Eduardo
Caceres Aguinaga (Ingeniero en Metalurgia y Materiales, de la Universidad de Lima), se llevo
acabo los dias sabado 25 de junio, 2 y 9 de julio del 2011.

Encuentro Cientifico Internacional 2011 de invierno (ECI 2011i) "Neantro Saavedra
Rivano"

El pasado miércoles 03 de agosto se llevd a cabo el Encuentro Cientifico Internacional 2011 de
invierno (ECI 20111) "Neantro Saavedra Rivano" en la Universidad Nacional de Ingenieria,
Auditorio de la Facultad de Ingenieria Econémica y Ciencias Sociales. La Sociedad Quimica,
participd en la Sesion: “Afo Internacional de la Quimica”. Actud en el cargo de Presidente de
la sesion el Quim. Neptali Ale Borja, quien también la clausur6. Las palabras de bienvenida
estuvo a cargo de la Dra. Maria Luisa Castro de Esparza, en representacion de la SQP quien,
ademads, participé con la Conferencia: “La Quimica, La Proteccion Ambiental y el
Desarrollo .

43° Congreso Mundial de Quimica dela IUPAC

Se llevo a cabo del 30 de julio al 7 de agosto del 2011 en San Juan, Puerto Rico. Asistieron a
este evento: Ing. Flor de Maria Sosa Masgo (Presidente SQP), Dra. Olga Lock Sing (Past
President), Dr. Juan José Ledén Cam ((Past President), Dr. Mario Ceroni Galloso (Director de
la Revista), Dra. Ana Maria Muiioz Jauregui (Presidenta de la Comision de Actuaciones
Cientificas), Ing. Ana Maria Osorio Anaya (Tesorera) de la SQP. La delegacion peruana
estuvo conformada por 23 profesionales de la quimica. Cabe resaltar el merecido
reconocimiento a los organizadores del evento. Participaron 7 reconocidos Premios Nobel de
la Quimica: Aaron Ciechanover (2004); Richard R. Ernst (1991); Robert H. Grubbs (2005);
Roald Hoffmann (1981); Mario J. Molina (1995), Richard R. Schrock (2005)y AdaE. Yonath
(2009). Puerto Rico, llamada “La Isla del Encanto”, nos acogio6 en todo su esplendor.

Sensible pérdida:
Con profundo pesar comunicamos el fallecimiento de la socia:

- Quimico Elvira Salazar de Puertas

La Sociedad Quimica del Perti expresa sus mas sentidas condolencias a sus familiares y
amigos por tan irreparable pérdida.
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Semblanza del maestro Q.F. Dr. José Cirilo Mondragéon Romero
(Marzo 20, 1926 — Agosto 9, 2010)

Aun afio desde su partida a la eternidad, seguimos recordando a quien fuera un gran maestro
dela Facultad de Farmaciay Bioquimica, dela Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
José Cirilo Mondragén Romero. Nacié en Huacho, siendo el menor de tres hermanos. Hizo los
estudios primarios en su ciudad natal, en el colegio Nuestra Sefiora de la Merced. Estudio la
secundaria en Lima, en el Colegio Superior. Fue siempre un estudiante modelo, orgullo de sus
profesores.

Alos 18 afios ingresa a San Marcos, siendo nombrado alumno- asistente en el tercer afo, en la
catedra de Quimica Farmacéutica Inorganica. En 1949 presta juramento de ley como Quimico
Farmacéutico. Unos afios mas tarde obtiene el grado de Doctor en Farmaciay Bioquimica.

A poco de iniciarse en su trabajo profesional viaja a los EEUU de Norteamérica, visitando
diversos laboratorios farmacéuticos, especializandose en las areas de gestion y administracion
de laproduccion industrial de medicamentos.

En el Peru trabaja en diferentes laboratorios: Abeefe, Wyeth, Pfizer, Chermond, Omega
Distribuidora SA, ABL Pharma International, V.W.Peruana, Cofana, Andromaco, iniciador de
la produccion de Laboratorios Wyeth, Anakol y Pfizer, participando en la produccion,
formulacion y distribucion de productos farmacéuticos, cosméticos, y otros, de uso en el
hogar. En 1983 es nombrado Director Técnico de los Laboratorios Wyeth.

Su actividad docente la desarrolla en la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, en las Facultades de
Farmacia y Bioquimica, Medicina Humana y
Medicina Veterinaria. En la Facultad de Farmacia y
Bioquimica, contribuye a impulsar la Escuela de Post-
grado. Es nombrado Profesor Principal en 1989.

El Dr. Mondragon perteneci6 a diferentes asociaciones
cientificas: Federacion Nacional de Quimicos
Farmacéuticos del Perti, Asociacion de Quimicos
Farmacéuticos Laboratoristas de la Industria Nacional,
Sociedad Quimica del Pert, Académico de Nimero de
la Academia Peruana de Doctores en Farmacia. Fue
también socio de la American Chemical Society.

Es autor de numerosos trabajos cientificos en sintesis
organica, microsintesis, microanalisis orgdnico y
otros. En 1972 obtuvo el Premio del Instituto Hipdlito
Unanue por su trabajo “Sintesis y analisis de
Fenotiazimil-derivados”.
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Como docente y activo investigador trataba de mantenerse al dia sobre los diferentes temas de
su especialidad, participando en muchas empresas y otros eventos sobre Farmacia y Quimica.

Contrajo matrimonio con Marta Hernandez Lengua, natural de Ica. De este feliz matrimonio
nacieron tres 3 hijos: Margarita, Lucia y José Victor. De ellos, Lucia, siguio los pasos de su
padre, en la especialidad de Quimica. El Dr. Mondragon supo mantener su familia basada en
so6lidos valores humanos y cristianos. Fue un miembro activo del Consorcio Catolico de
Quimicos Farmacéuticos del Peru.

Invitado por muchas promociones a la celebracion de sus bodas de platay de oro, para
dictar la Clase Magistral, comentaba sobre sus investigaciones y otros temas de
interés para la profesion.

Tras una corta enfermedad, el Dr. José Cirilo Mondragon Romero durmio6 en la paz del Sefior
el9deagostodel 2010, alos 84 afios de edad.

Quienes tuvimos la dicha de conocerlo, lo recordaremos por sus enseflanzas, su don de gente y
caballerosidad, su espiritu altruista y cristiano.

(por Juan Manuel Parrefio Tipian, Q.F.)



Edicion grafica:
ESERGRAF
Jr. Huancavelica 293 Of. 412 , Lima
Telfs.: 998-513-545 / 4267147
mig5548@yahoo.com



SOCIEDAD QUIMICA DEL PERU

SOCIOS HONORARIOS

Dr. Mario J. Molina (México)
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QUIMICA DE LA VIDA y DEL FUTURO

* Quimica, salud de las personas y salud ambiental
* Quimica, cultura de calidad y ecoeficiencia
* Quimica, cambio climatico y desarrollo sostenible
* Quimica y la sociedad del conocimiento
Alegoria a Maria Curie
Reflexiones sobre el fortalecimiento de la Quimica en el pais
Actividades demostrativas
Visitas técnicas

Sede: Auditorio del Colegio Nacional Alfonso Ugarte
(Av. Paseo de la Republica 3530, San Isidro - Lima)

INSCRIPCIONES Y CONSULTAS

Sociedad Quimica del Peru
Teléfono: 472-3925 e-mail: sqgperu@gmail.com
Atencion: Julissa Gonzales, Gladys Torres.

Comité de la Industria Quimica - Sociedad Nacional de Industrias
Teléfonos: 441-2772 / 616-4444 Anexos: 138-139 e-mail: comquimicos@sni.org.pe
Atencién: Maria del Pilar Morales.

ORGANIZAN: INSCRIPCION GRATUITA / VACANTES LIMITADAS

COLABORAN:

Comité de la Industria
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