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Editorial

"Aio Internacional de la Quinua”

Las excepcionales cualidades nutricionales y adaptabilidad en los diferentes pisos ecologicos,
hace de la quinua un alimento con gran potencial en la lucha contra el hambre y la
desnutricion; es asi como el gobierno del Estado Plurinacional de Bolivia lleva la propuesta
de “El Afio Internacional de la Quinua”, con el apoyo de Argentina, Azerbaiyan, Ecuador,
Georgia, Honduras, Nicaragua, Paraguay, Periy Uruguay, con elrespaldo de la FAO, siendo
aprobado por la Asamblea de las Naciones Unidas en Diciembre de 2011.

En nuestro pais los principales departamentos productores de quinua son Puno, Ayacucho,
Cusco, Junin, Apurimac, Arequipa y Huancavelica, en tanto que la mayor parte de la
produccidn se destina al mercado interno.

En los ultimos afios la siembra y cultivo de quinua se han incrementado sustantivamente; en el
afio 2011 se sembro 35,500 hectareas con lo que se logré una oferta nacional de 41,200
toneladas de quinua. Ese mismo afio Pert logrd exportar quinua a 36 paises por un total de 25
millones de délares y un volumen de 7,600 toneladas.

La quinua es fuente de proteinas de muy buena calidad. La calidad nutricional del grano es
importante por su contenido y calidad proteinica, siendo rico en los aminoacidos lisina y
azufrados, mientras que, las proteinas de los cereales son deficientes en estos aminodcidos. La
proteina de la quinua cubre los requerimientos de aminoacidos esenciales, llena los
requerimientos de proteinas o nitrégeno total del adulto, y aporta también las cantidades
requeridas de cada uno de los aminoacidos esenciales mas limitantes para sintesis de proteina
tisular en el organismo . Ademas, presenta un balance adecuado de aminoacidos esenciales,
elevada lisina en sus semillas y hojas, buen contenido de vitaminas, alto contenido de calcio,
fosforo y hierro, asicomo que se puede utilizar durante todo el ciclo de la planta.

Es necesario reforzar la cooperacion existente entre instituciones de investigacion de los
paises andinos y la FAO, puesto que, la demanda de alimentos es creciente y se requiere con
urgencia producir alimentos de calidad, altamente nutritivos y sanos como es la quinua.

Existeun plan de actividades relacionadas con la conmemoracion del Afio Internacional de la
Quinua 2013, tanto en el exterior como larealizacion del IV Congreso Mundial de quinua
del 8 al 12 de julio ha realizare en Ibarra, Ecuador. Enel Perti, para revalorar al cereal andino,
se contempla la elaboracion del Plan Estratégico Nacional de la Quinua y granos andinos al
afio 2021, la preparacion del libro de la quinua a cargo de un equipo cientifico y la realizacion
del Congreso Nacional de la Quinua, en el tercer trimestre del 2013.

Es necesario contar con la participacion del sector publico y privado de tal manera que se
pueda resaltar la importancia de las cualidades y beneficios de la quinua, que conlleva a un

desarrollo sostenido de este grano y, que aporta al desarrollo, seguridad alimentaria y
nutricion del pais.

Dra. Ana Maria Mufioz Jauregui

Rev Soc Quim Peri. 79 (1) 2013
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PURIFICACION Y CARACTERIZACI()N BIOQUIMICA DE UN
FACTOR DE DIFUSION PRESENTE EN EL VENENO DE LA
SERPIENTE Bothrops atrox (JERGON)

Edgar Gonzalez, César Ortizl, Gustavo Sandovall, Fanny Lazol, Julio Delgadillol,
Edith Rodriguezl, Ruperto Severino’ y Armando Yarlequél

RESUMEN
Se ha purificado un componente proteico de alto peso molecular del veneno de la serpiente
peruana B. atrox, usando una cromatografia de intercambio anidénico sobre DEAE Sephadex
A-50 y una filtraciéon molecular sobre Sephadex G-50, utilizando en ambos casos buffer
acetato de amonio 0,05M pH 5,0. El analisis enzimatico mostr6 que se trata de una proteina
con actividad de hialuronidasa la cual fue purificada 145 veces con un rendimiento de 72% y
una recuperacion de proteina activa de 0,5%. La enzima registré un peso molecular de 110
kDa por PAGE-SDS, en condiciones reductoras y no reductoras. Los ensayos de estabilidad
indicaron que la hialuronidasa perdio6 el 60% de su actividad después de 150 horas apH 5,0 y
fue rapidamente inactivada por tratamiento térmico mayor a 40 °C. El pH 6ptimo de la enzima
fue de 6 y la proteina s6lo mostrd actividad sobre acido hialurénico y no sobre condroitin
sulfato. Los ensayos con inhibidores, tales como TLCK, yodoacetato y dexametasona SmM,
produjeron pérdida de la actividad equivalentes a 60, 40 y 75%, respectivamente, en tanto que
el tratamiento con suero sanguineo humano la inactivo totalmente. Asimismo, las pruebas en
placa de hemdlisis conteniendo acido hialurénico mostraron que la enzima es capaz de
incrementar el area hemolitica. Adicionalmente, la preincubacion de la enzima con los
antivenenos comerciales lachésico y botropico, asi como el antiveneno experimental
botropico IgY, revelaron una elevada capacidad inhibitoria de tales antivenenos.
Palabras clave: Veneno, serpiente, Amazonia, acido hialurénico, enzima, antiveneno

PURIFICATION AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
A SPREADING FACTOR FROM THE VENOM OF SNAKE
Bothrops atrox (JERGON)

ABSTRACT
A protein of high molecular weight was purified from the venom of Bothrops atrox Peruvian
snake, using DEAE Sephadex A-50 anion exchange chromatography and Sephadex G-50 gel
molecular filtration, with 0,05M ammonium acetate, pH 5.0. It showed hyaluronidase
activity, and was obtained until homogeneous state with a 145-fold, 72% of yield and a 0.5%
of recovery of active protein. The enzyme showed a molecular weight of 110 kDa by SDS-
PAGE under reducing and non reducing conditions. The stability assays indicated that
hyaluronidase lost 60% of its activity after 150 hours at pH 5.0 and it was quickly inactivated

' Lab. Biologia Molecular-Facultad de Ciencias Bioldgicas-UNMSM
* Lab. Zoologia de Invertebrados-Facultad de Ciencias Bioldgicas-UNMSM
ayarleque48(@gmail.co
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by heat treatment above 40 °C. The optimum pH was 6.0 using hyaluronic acid and some
inhibitors such as TLCK, iodoacetate and dexamethasone (5 mM), caused 60, 40 and 75% of
inactivation, respectively. On the other hand, this enzyme is capable to increase hemolysis into
agar plates. Furthermore, treatment of the enzyme with human blood-serum, as well as
lachesic and bothropic commercial antivenoms produced a strong inhibition; also, IgY
experimental antivenom revealed high inhibition of this enzyme.

Key words: Venom, snake, Amazon, hyaluronic acid, enzyme, antivenom.

INTRODUCCION
El 4cido hialurénico es un polisacarido multifuncional de alto peso molecular encontrado en
todo el reino animal. Especialmente en la matriz extracelular de tejido conectivo blando'; este
componente participa en procesos vitales, tales como: fecundacion, reproduccion,
envejecimiento, comunicacion celular y formacion de tumores’.
Aun cuando la informacién sobre estas enzimas en los venenos de serpientes es todavia
limitada, se sabe que su mayor actividad esta relacionada a los vipéridos de gran tamafio como
Lachesis muta'y que ella jugaria un importante rol en la difusion del complejo toxico que es el
veneno'. En cuanto a B. atrox, siendo la especie ofidica mas peligrosa en el Peru, el estudio de
la actividad hialuronidasa reviste gran importancia por sus implicancias en salud publica’.
Las hialuronidasas aisladas hasta la fecha proceden de serpientes de las familias Viperidae y
Elapidae, y también de artropodos como arafias; esta enzima presenta algunas caracteristicas
semejantes tales como actividad maxima a un pH acido y un punto isoeléctrico elevado pero
presentan en contraste, propiedades variables, tales como su peso molecular, composicion de
carbohidratos y sobre todo, su estabilidad. Siendo una hidrolasa del acido hialurénico, en
algunos casos se ha demostrado su participacion activa en la difusion del complejo toxico.
Sin embargo, la poca informacion existente estd relacionada principalmente con su
inestabilidad y el bajo porcentaje contenido en el veneno, menor o igual a 1,5%. Siendo esta
enzima parte del complejo toxico, su intervencion en el mecanismo de envenenamiento
estaria ligado a la penetracion de la politoxina en los tejidos de la presa o victima debido a la
hidroélisis del mucopolisacarido, por lo que su estudio reviste importancia, tanto en salud
publica como herramienta de diagndstico, y en la utilidad tecnoldgica que podria derivarse del
conocimiento amplio de este grupo de proteinas.
Por tanto, el objetivo de esta investigacion fue desarrollar un método rapido y efectivo para
obtener la enzimay poder caracterizarla.

PARTE EXPERIMENTAL

Material biologico

Veneno. Se obtuvo las muestras de veneno de ejemplares adultos de B. atrox procedentes de
Pucallpa, departamento de Ucayali y mantenidos en el Serpentario “Oswaldo Meneses” de la
UNMSM. El veneno extraido por presion manual fue liofilizado y conservado a 4 °C hasta su
uso. Para ensayos comparativos se utiliz6 también el veneno liofilizado de la serpiente
Lachesis muta de lamisma zona, obtenido del mismo modo antes descrito.

Antivenenos. Para el ensayo de inhibicion enzimatica se utilizo los sueros antibotrdpico y
antilaquésico al estado liquido, preparados por el Instituto Nacional de Salud (Lima-Pert).
Asimismo, se empled un antiveneno experimental de origen aviar desarrollado en este
laboratorio, que contienen inmunoglobulinas IgY contra los venenos de B. atroxy L. muta’.

Rev Soc Quim Peri. 79 (1) 2013
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Cuantificacion de proteina
Se determind midiendo la absorbancia de luz UV a 280 nm y por el método de Lowry et al,
modificado por Loayza et al‘, usando albtimina sérica bovina como proteina estandar.

Actividad enzimatica

Fue calculada por el método turbidimétrico de Di Ferrante’. La mezcla de reaccion fue 0,1 mg
de acido hialurénico de cordon umbilical humano en 0,5 mL de buffer acetato de amonio
0,05 M, conteniendo NaCl 0,15 M pH 5,0 y 50 pL de la enzima. Luego de 15 minutos de
incubacion a 37 °C se adicion6 2 mL de reactivo de BCTA (bromuro-cetil-trimetil-amonio) al
2% en NaOH al 2,5%. Finalmente, se midi6 la actividad a 400 nm. La actividad fue expresada
en unidades Di-Ferrante (UDF) la cual se define como la cantidad de proteina requerida para
reducir la turbidez inicial del sustrato en un 50%.

Estabilidad del veneno

Se preparo baterias que contenian veneno de B. atrox a diferentes pH usando buffer acetato de
amonio 0,1 M pH 4,0, 5,0 y 6,0; asi como buffer Tris HC1 0,1 M pH 7,0. Las muestras se
colocaron a temperatura ambiente (20 °C) midiéndose la actividad desde cero a 160 horas en
presencia de cloruro de sodio 0,15 M y 0,3 M, respectivamente. La actividad enzimatica fue
estimada en este intervalo de tiempo.

Purificacion de la enzima

Fue llevada a cabo tomando como base el método desarrollado por Hurtado ez al*, para el cual,
100 mg de veneno crudo fueron aplicados a una columna de intercambio anidnico sobre
DEAE Sephadex A-50 (46 x 1,7 cm) equilibrada con buffer acetato de amonio 0,05 M pH 5,0.
Se colect6 fracciones de 2 mL a un flujo de 4 mL/hora midiéndose en cada una, la cantidad de
proteina y la actividad de la enzima. Las fracciones que mostraron mayor actividad fueron
mezcladas y se aplicaron a una columna de Sephadex G-50 (70 x 0,7 cm) con el mismo buffer,
colectandose fracciones de 1 mL aun flujo de 4 mL/hora.

Peso molecular

Se calcul6 mediante PAGE-SDS usando el método de Laemmli’, para lo cual se emple6 una
camara electroforética vertical sobre geles de poliacrilamida en presencia y ausencia de
mercaptoetanol. Como proteinas estandar se usd: albimina bovina (66kDa), ovoalbiimina (45
kDa)y lisozima (14,3 kDa).

Inhibidores enzimaticos

Se ensayo el efecto de EDTA, PMSF, TLCK, dexametasona y 2-mercaptoctanol a
concentraciones de 1 a5 mM. Luego de pre incubar la enzima con cada uno de los agentes por
5 minutos, se corrio lareaccion enzimatica.

Estabilidad enzimatica al pH

Se procedié a pre incubar la enzima 5 minutos a 37 °C con cada uno de los buffers a la
concentracion de 0,1M: citrato de sodio pH 3,5; acetato de amonio pH 4,0 y 5,0; Tris-HCI pH
6,0,7,0y 8,0. Luego de la pre-incubacion se procedio a medir la actividad de la enzima.

Efecto difusor de la hialuronidasa en ensayos de hemolisis

Se empled una variacion del método de Da Silva y Gulmerme". Se colocé en placas Petri
estériles (3,5 cm x 10 mm) mezclas de agarosa 1,5%, gldbulos rojos humanos lavados 3%,
emulsion de yema de huevo 3% y 4cido hialurénico 10 mg/mL en buffer fosfato 0,1 M mas
NaCl 0,15 M a pH 7,4, dejandose enfriar y gelificar. Luego, se realizo orificios de 4 mm de
diametro en los cuales se aplicaron 20 pL de las muestras: 20 pg veneno crudo, 20 pg de
veneno precalentado por 15 mina 60 °C y una mezcla de 20 pg veneno crudo precalentado con
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5 pg de hialuronidasa purificada. Las muestras se incubaron en caimara himeda a temperatura
ambiente por 12 horas, luego de lo cual se calcul6 el area del halo hemolitico formado.

Inhibicién por antivenenos ofidicos

Se prepar6 mezclas con la enzima purificada y concentraciones variables de los antivenenos
lachésico y botropico (INS, Lima-Pert) o con los antivenenos experimentales obtenidos de
huevos de gallinas inmunizadas’ contra venenos de L. muta y B. atrox, respectivamente. Asi
también, se hicieron mezclas con suero sanguineo humano siguiendo el mismo protocolo.
Luego de 30 minutos de pre-incubacion a 37 °C, se procedid a medir la actividad enzimatica
remanente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estabilidad enziméatica en el veneno

La actividad hialuronidasa mostr6 estabilidad a pH 5,0 manteniéndose el 70% de la actividad
luego de 156 horas a temperatura ambiente; en tanto que a pH 6,0 se detectd solo el 27%. a pH
4,0 y 7,0 se inhibi6 totalmente la actividad luego del tiempo mencionado. Por su parte, se
observo un efecto adverso de las distintas concentraciones de NaCl donde a 0,15y 0,3 M la
actividad se redujo en 68 y 84%, respectivamente. En contraste, a tiempo cero las mismas
concentraciones aumentaron la actividad en 15y 18%, respectivamente.

Purificacion de la enzima

Las figuras 1 y 2 muestran los perfiles proteicos obtenidos al fraccionar el veneno de B. atrox
con DEAE Sephadex A-50y Sephadex G-50, respectivamente. En el primer paso se observa la
aparicion de la enzima en el segundo pico de proteina y en el volumen isocratico, mientras que,
en la filtracion molecular la enzima se localiza entre los dos primeros picos. La purificacion
obtenida fue de 145 veces con un rendimiento de 72% y se recupero el 0,5% de proteina activa
(tabla 1). Asimismo, el peso molecular de la hialuronidasa fue calculado en 110 kDa, tanto en
condiciones reductoras como no reductoras, usando PAGE-SDS.
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Figura 1. Perfil proteico del veneno de B. atrox luego de su pasaje por la columna de DEAE
Sephadex A-50. El factor difusor en estudio se localiza principalmente en el segundo pico.
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Figura 2. El segundo paso cromatografico consistio en el uso de una columna de filtracion
sobre Sephadex G-50.

Tabla 1. Cuadro de purificacion de la hialuronidasa del veneno de B. atrox

Paso Cantidad Actividad UTA Purificacion Rendimiento
proteina especifica %
mg | %
Veneno 100 100 8 800 1 100
Sephadex
2 2 200 400 25 50
DEAE
AS50
Sephadex
G-50 0,5 0,5 1157 578,5 145 72

Las hialuronidasas pertenecen al E.C. 3.2.1.35 de acuerdo a la base de datos de enzimas
activas sobre carbohidratos (CAZY). Estas activan los enlaces glicosidicos B-1,4 del acido
hialuronico en forma aleatoria en un proceso no endolitico, produciendo tetrasacaridos como
producto final de lareaccion'.

La hialuronidasa del veneno de B. atrox es una enzima inestable a juzgar por los datos
obtenidos. Esto también fue reportado por Hurtado et al (2007)" para la serpiente Lachesis
muta y en el caso de la enzima del lagarto Heloderma horridum horridum ; asimismo,
existen reportes de la inestabilidad de la actividad de hialuronidasa de serpientes asiaticas".
Este panorama, al extrapolarlo a la accion de la enzima durante el envenenamiento, permite
establecer la probabilidad de que la enzima, al ser un factor iniciador, tenga elevada actividad
y una pobre estabilidad en el tiempo, ya que su efecto solo seria necesario en la primera ctapa
del proceso, al actuar el veneno sobre el tejido cercano a la mordedura y su ulterior
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inactivacion al ingresar al sistema circulatorio por efecto de proteinas séricas de la familia
inter-alfa-inhibidores.

El aislamiento de la hialuronidasa presente en el veneno de B. atrox, permitié una purificacion
de 145 veces, con un rendimiento de 72%, en comparacion con la enzima aislada de
Agkistrodon contortrix contortrix, donde se obtiene una purificaciéon de 277 veces con un
rendimiento del 16,6%, empleandose en ese caso Sephacryl S-200 HR y CM Sephadex C-25.
Cabe mencionar que en el 2004, Girish et al'* obtienen una purificaciéon de 33 veces con un
rendimiento de 5% para la NNH1 y 27 veces con un rendimiento de 0,35% para la NNH2,
ambas hialuronidasas presentes en el veneno de Naja naja, mediante el empleo de Sephadex
G-75 y CM Sephadex C-25. Es interesante sefalar que, en la presente investigacion, el
rendimiento, después del primer paso, fue de 50% y se incrementd a un 72% después del
segundo paso, lo que sugiere la existencia de un inhibidor que podria estar desligandose de la
hialuronidasa en este ultimo paso. Esto no se observa en los trabajos mencionados para 4.
contortrix contortrix y N. naja y tampoco en la purificacion presentada por Lerma en el 2006’
para la hialuronidasa del veneno de L. muta *. Por otro lado, la enzima purificada mostré un
peso molecular de 110 kDa usando PAGE-SDS en condiciones reductoras y no reductoras. Al
respecto encontramos un amplio rango de pesos moleculares para hialuronidasas, ya que, para
el vipérido L. muta se indica un peso de 47 kDa’, mientras que Lerma’reporté 65 kDa para el
mismo veneno; a su vez, Cevallos” mediante zimogramas en geles de acrilamida determina un
peso de 115 kDa para L. muta, 137 y 113 kDa para B. asper, 73 y 108 kDa para Crotalus
basiliscus. Adicionalmente, Kudo y Tu'"®, encuentran un peso de 59,3 kDa para A. contortrix
contortrix, mientras que, la enzima de A. acutus presenta un peso molecular bajo de 33 kDa
(Xuetal, 1982). Estonos indica la gran variabilidad de formas moleculares para esta enzima.

Inhibidores enzimaticos

El empleo de la dexametasona (5 mM), produjo una inhibicion del 75% mientras que, el
TLCK, el EDTAy el iodoacetato a la misma concentracion, produjeron una inhibicion de 60,
48, y 39%, respectivamente. En contraste, el 2-mercaptoetanol y el PMSF no ejercieron
ningun efecto inhibitorio (tabla 2).

Tabla 2. Cromatograma (1) GC-FID-EAD del extracto glandular de C. corruda (hembras)

Agente Concentracion Actividad (%)
final

HA-Ba - 100
Suero 20 mg/mL 0

Dexametasona 9,8 mM 11

EDTA 5mM 52
2-Mercaptoetanol 3,15 mM 98
Yodoacetato 5mM 63
PMSF 6,8 mM 92
TLCK 5 mM 40
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Determinacion del pH éptimo y estabilidad al pH

La enzima purificada mostro actividad méxima en el rango de pH 4,0 a 7,0 en buffer acetato de
amonio, siendo su valor mas alto el registrado a pH 6,0 en presencia y ausencia de Na C10,15
M .Sin embargo, la enzima preparada en buffer acetato de amonio a pH 6,0 en presencia y
ausencia de NaCl 0,15M so6lo mantuvo su actividad hasta las 48 horas, en tanto que, cuando
estuvo expuesta a pH 5,0 en las mismas condiciones, su actividad remanente fue de 60% en el
mismo lapso de tiempo (tabla 2). De estos resultados, es facil colegir que existen varios
inhibidores para esta enzima, lo cual sugiere que es posible inhibirla, por lo menos
parcialmente, usando alguno de los ya indicados.

Es interesante sefialar que los inhibidores pueden ser herramientas de gran utilidad para el
disefio de mejores métodos del tratamiento antiofidico, mediante la neutralizacion de estas
enzimas como lo demuestran los inhibidores de la hialuronidasa reportadas en la presente
investigacion. La dexametasona, por ejemplo, podria emplearse en el tratamiento de
mordeduras, reduciendo las lesiones dérmicas y mejorando la recuperacion de los pacientes
asicomo la eficiencia de los sueros anti-ofidicos.

En relacion con el pH podemos indicar que la mayoria de las hialuronidasas investigadas
tienen un rango de pH entre 5,0 y 6,5, puesto que a pH mayores o menores se inactiva
rapidamente. Asimismo, en este caso se observa que, si bien es cierto el NaCl 0,15M eleva la
actividad, la estabilidad de la enzima es menor, ya que en 48 horas se inactiva, mientras que en
ausencia de estasal yapH 5,0 atin se tiene un 60% de actividad.

Valores reportados de pH optimo para la enzima en otros venenos de reptiles sefialan un pH
6ptimo de 5,0 para el veneno de la serpiente asiatica Agkistrodon acutus", la peruana Lachesis
muta*, las dos isoformas del veneno de la cobra africana Naja naja "'y el lagarto Heloderma
horridum horridum", mientras que, un pH 6ptimo de 6,0 fue establecido para el veneno de la
serpiente Agkistrodon contortrix contortrix'y pH 5,5 para el veneno de Bothrops brazili'".

Efecto difusor de la hialuronidasa

La prueba de hemolisis en placa causada por la fosfolipasa A, del veneno, mostr6 algunos
hechos interesantes. Asi, tenemos que ¢l veneno total de Bothrops atrox produjo un halo de
difusion de 24 mm’ (100%), en tanto el veneno inactivo por calor a 60 °C, en el cual esta
ausente la hialuronidasa, produjo s6lo un halo de difusiéon de 15 mm’ (40%). Asimismo, al
colocar veneno inactivado por calor mas hialuronidasa purificada, se restablecio la difusion a
un valor de 22 mm’ (87%). En cambio con la enzima purificada sélo se registré un halo de
difusion de 11mm’ (13%). Esto significa que el valor encontrado para el veneno calentado a 60
°C (40%), se debe exclusivamente a la actividad de fosfolipasa A,. Al adicionarse la enzima
purificada al veneno calentado, el halo de hemolisis se incrementa drasticamente, llegando a
87%:; es decir, mas del doble del halo producido por el veneno calentado.

Reactividad inmunogénica y neutralizacion

Los ensayos de inmunogenicidad tanto del veneno crudo como de la enzima purificada
mostraron lo siguiente: en el caso del veneno crudo, este es capaz de formar varias lineas de
precipitacion con los antivenenos botrdpico y lachésico, respectivamente. De igual manera, la
enzima en estudio mostrd su reactividad con ambos antivenenos, formandose en cada caso
una sola linea de precipitacion. Por otro lado, los antivenenos botropico polivalente y
lachésico monovalente (INS), provocaron una reduccion del 50% en la actividad enzimatica
cuando se usaron 192 y 80 uL de suero por mg de veneno, respectivamente; en tanto que al
usarse la enzima purificada, los valores de inhibicion al 50% fueron 2200 y 200 pL por mg de
enzima.
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Adicionalmente, los anticuerpos policlonales aviares IgY preparados contra el veneno de B.
atrox, mostraron una neutralizacion de la actividad hialuronidasa con una reduccion de 50%
en la actividad enzimatica para una proporcion de 1800 pL de IgY por mg de veneno, mientras
que aquéllos preparados contra el veneno de L. muta, causaron una reduccion en este mismo
porcentaje, empleandose 400 pL de IgY por mg de veneno. Esta reduccion al 50% se logro
usandose 7000 uLy 4500 uL de IgY por mg de enzima, respectivamente.

Como puede observarse en todos los ensayos de neutralizacion, se obtuvo una mayor
eficiencia del antiveneno lachésico, tanto comercial de origen equino como experimental de
origen aviar, en la inhibicidn de la enzima en estudio.

Hasta la fecha, no se ha demostrado que las hialuronidasas presenten toxicidad intrinseca"
pero son potenciadores de la toxicidad del veneno gracias a su papel difusor de los
componentes toxicos ™. Al no poseer toxicidad se ha disefiado métodos que evaltan la
actividad potenciadora de la hialuronidasa respecto a otras actividades toxicas de enzimas
conocidas. Asi se observa que ellas incrementan la actividad de creatina fosfoquinasa y el
dafio hemorragico causado por miotoxinas'. Por su parte, Lerma en el 2006’, realizé la
evaluacion de la actividad hemolitica indirecta incluyendo el sustrato de hialuronidasa; es
decir, el acido hialurénico en placas de hemolisis. De acuerdo con ello, se puede observar el
efecto difusor de la hialuronidasa en el incremento del halo hemolitico para el veneno crudo y
la enzima purificada de L. muta, lo que es comparable con el presente trabajo, en el que se
utiliz6 una técnica similar para evaluar el efecto de la hialuronidasa aislada del veneno B.
atrox.

Por otro lado, los antivenenos o sueros antiofidicos son la forma mas eficiente y directa para el
tratamiento de mordeduras por serpientes venenosas. Lamentablemente, la mayoria de sueros
antiofidicos generan una pobre proteccion frente al dafio del tejido local adyacente a la
mordedura”, por lo que la inhibicién de la hialuronidasa no solo generaria una proteccion del
tejido local adyacente a la zona de la mordedura, sino que, también retardaria la muerte en
casos de envenenamiento de alto grado™. Actualmente, los sueros antiofidicos otorgan
proteccion frente a las principales actividades toxicas responsables de la sintomatologia del
envenenamiento ofidico’’, siendo dicha proteccién maés eficiente en el tratamiento de la
mordedura de especies del mismo género. Sin embargo, se obtiene una pobre reactividad
cruzada (4%) entre los venenos de las serpientes B. atrox y L. muta’; en cambio, el grado de
neutralizacion de la actividad hialuronidasa por parte de ambos sueros, frente a la
hialuronidasa de B. atrox, indicaria que a pesar de la poca reactividad cruzada, ambos sueros
son capaces de neutralizar esta enzima. Es interesante sefialar también que la neutralizacion de
la actividad hialuronidasa ocurre al emplear sueros aviares; dato importante para el disefio de
sueros antiofidicos en gallinas, lo que constituye una nueva tecnologia que merece ser
evaluada para esta enzima.

CONCLUSIONES
Los resultados de este trabajo muestran la presencia en el veneno de la serpiente peruana
Bothrops atrox, de una hialuronidasa, la cual es una proteina basica, homodimérica, con un
peso molecular de 110 kDa en condiciones reductoras y no reductoras. Es termolabil, estable
enelrangode pH 4,0 a 7,0, conun pH dptimo de 6,0. Posee un efecto difusor que incrementa la
hemolisis indirecta “in vitro” y es neutralizada por los sueros antibotrépico polivalente,
antilaquésicoy los sueros de origen aviar antibotropico y antilaquésico en dosis variables.

Rev Soc Quim Perii. 79 () 2013



Purificacion y caracterizacion bioquimica de un factor de difusion presente en el veneno de la serpiente ... 11

AGRADECIMIENTOS
Los autores de este articulo agradecen al Consejo Superior de Investigacion del
Vicerrectorado de Investigacion de la UNMSM, por su apoyo financiero.

BIBLIOGRAFIA

1. Menzel EJ, Farr C. Hyaluronidase and its substrate hyaluronan: biochemistry, biological
activities and therapeutic uses. Cancer Letters 1998; 131:3-11.

2. Stern R. Hyaluronidases in cancer biology. Seminars in cancer biology 2008; 18:275-
280.

3. Lerma L. Evaluacién bioquimica y biologica de una hialuronidasa del veneno de la
serpiente peruana Lachesis muta. Tesis para al Titulo profesional de Bidlogo con
Mencion en Biologia Celulary Genética. UNMSM. 2006.

4. Yarlequé A. Las serpientes peruanas y sus venenos. Lima Peru: Fondo Editorial UNMSM
2000.

5. Mendoza J, Vivas D, Rodriguez E, Inga R, Sandoval G, Lazo F, Yarlequé A. Eficacia
experimental de anticuerpos IgY producidos en huevos, contra el veneno de la serpiente
peruana Bothrops atrox. Rev Peru Med Exp Salud Publica2012;29 (1): 69-75.

6. Loayza S, Morante Y, Campos S, Yarlequé A. Enzimas proteoliticas en el veneno de la
serpiente peruana Lachesis muta'y Bothrops atrox. Rev Soc Quim Peru 1985; 52(3): 151-
163.

7. Di Ferrante N. Turbidimetric measurement of acid mucopolysaccharides and
hyaluronidase activity. Medical Research 1955;303-306.

8. Hurtado L, Lerma L, Rodriguez E, Yarlequé A. Evaluacion, aislamiento y algunas
propiedades bioquimicas de una hialuronato glucanohidrolasa del veneno de la serpiente
peruana Lachesis muta “Shushupe”. Rev Soc Quim Peru2007;73(4): 226-234.

9. Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
Bacteriophage T4. Nature 1970;227:680-685.

10. Da Silva M, Gulmerme O. Titration of anti serum to South American rattlesnake
(Crotalus durissus terrificus) venom by measuring inhibition of phospholipase A,
activity. Toxicon 1981;20: 563-569.

I1. Stern R, Jedrzejas M. The hyaluronidases: their genomics, structure and mechanism of
action. Chem Rev2006; 106(3): 818-839.

12. Tu A, Hendon R. Characterization of lizard venom hyaluronidase and evidence for its
action as a spreading factor. Comp Biochem Physiol B 1983;76(2):377-383.

13. Pukrittayakamee S, Warrell D, Desakorn V, Mc Michael A, White N, Bunnag D. The
hyaluronidase activities of some Southeast Asian snake venoms. 7oxicon 1988; 26:629-
737.

14. Girish K, Shashidharamurthy S, Nagaraju T, Gowda K, Kemparaju K. Isolation and
characterization of hyaluronidase a “spreading factor” from Indian cobra (Naja naja)
venom. Biochimie 2004; 86: 193-202.

15. Cevallos M, Navarro Duque C, Varela-Julia M, Alagon C. Molecular mass determination
and assay of venom hyaluronidases by sodium dodecyl sulfate- polyacrilamide gel
electrophoresis. Toxicon 1992;30: 925-930.

16. Kudo K, Tu A. Characterization of hyaluronidase isolated from Agkistrodon contortrix
contortrix venom. Archives of Biochemistry and Biophysics 2001;386 (2): 154-162.

17. Xu X, Wang X, Liu X, Huang J, Lu Z. Purification and partial characterization of
hyaluronidase from five pace snake (Agkistrodon acutus) venom. Toxicon 1982;20: 973-
981.

Rev Soc Quim Perii. 79 (1) 2013



12

18.

19.

20.

21.

22.

E. Gonzdlez, C. Ortiz, G. Sandoval, F. Lazo, J. Delgadillo, E. Rodriguez, R. Severino y A. Yarlequé

Delgadillo J. Caracterizacion bioquimica y bioldégica de una hialuronato
glicanohidrolasa del veneno de la serpiente peruana Bothrops brazili “jergbn shushupe”.
Tesis para optar al Titulo Profesional de Bidlogo Genetista Biotecnologo. UNMSM.
2012.

Lomonte B, Leon G, Hanson L. Similar effectiveness of Fab and F (ab'), polyvalent
antivenoms do not differ in their ability to neutralize hemorrhage, edema and mionecrosis
induced by Bothrops asper (terciopelo) snake venom. Toxicon 1996;35:1627-1637.
Girish K, Kemparaju K. Inhibition of Naja naja venom hyaluronidase: Roles in the
management of poisonous bite. Life Sciences 2006; 78: 1433-1440.

Yarlequé A, Vivas D, Inga R, Rodriguez E, Sandoval G, Pessah S, Bonilla C. Accion del
antiveneno botrdpico polivalente sobre las actividades proteoliticas presentes en los
venenos de serpientes peruanas. Rev Peru Med Exp Salud Publica 2008;25(2): 169-173.
Sandoval G, Lazo F, Rodriguez E, Yarlequé A, Zingali R. Identificaciéon molecular y
actividad sobre sustratos cromogenos de la venombina A del veneno de la serpiente
peruana Bothrops atrox. Rev Peru biol 2010; 17(3): 365-370.

Rev Soc Quim Peri. 79 (1) 2013



Recibido el 25-10-2012 13
Aprobado el 16-01-2013

COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN
VITRO DE 6 PLANTAS PERUANAS

5

Victor Hugo Doroteo’, Camilo Diazb, Cecilia Terry’, Rosario Roj as™”

RESUMEN
Con miras a conocer el potencial de seis plantas peruanas para el desarrollo de fitocosméticos
y/o nutracéuticos, en el presente estudio se determind el contenido de acido ascorbico,
flavonoides y compuestos fenolicos totales; asimismo, se evalud la actividad antioxidante de
los extractos hidroalcohdlicos de Uncaria tomentosa (uiia de gato), Zea mays (maiz morado),
Smallanthus sonchifolius (yacon), Lepidium meyenii (maca), Krameria triandra (ratania) y
Physallis peruviana (aguaymanto). La actividad antioxidante in vitro de dichos extractos fue
determinada por medio de los ensayos de inhibicion de radicales DPPH, superoxido e
hidroxilo; como también a través de la medicion de su poder reductor y actividad antioxidante
total. Los extractos con mayor actividad antioxidante fueron los de ufia de gato y ratania, lo
cual puede deberse a sus altos contenidos de acido ascorbico, flavonoides y compuestos
fendlicos totales.
Palabras clave: antioxidante, DPPH, flavonoides, polifenoles, TEAC

PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY IN
VITRO OF 6 PERUVIAN PLANTS

ABSTRACT
In order to assess the potential of six Peruvian plants for the development of phytocosmetics
and/or nutraceuticals, the ascorbic acid content, flavonoids and total phenolic compounds, as
well as antioxidant activities of hydroalcoholic extracts of Uncaria tomentosa (cat's claw),
Zea mays (purple corn), Smallanthus sonchifolius (yacon), Lepidium meyenii (maca),
Krameria triandra (ratania) and Physallis peruviana (aguaymanto) were evaluated. The in
vitro antioxidant activities of these extracts were determined by means of DPPH, superoxide
and hydroxyl radicals inhibition assays, as well as through the measurement of their reducing
power and total antioxidant activity. Hydroalcoholic extracts of cat's claw and ratania showed
the highest antioxidant activities, which may be due to their high content of ascorbic acid,
flavonoids and total phenolics.
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INTRODUCCION
El dafio oxidativo causado por los radicales libres esta relacionado al desarrollo de diversas
enfermedades como la ateroesclerosis, cancer, artritis y otras enfermedades inflamatorias.'
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Existen diversas sustancias sintéticas como el hidroxianisol butilado (BHA) o el
hidroxitolueno butilado (BHT) que son eficientes secuestradores de radicales libres; sin
embargo, dichos antioxidantes sintéticos estan siendo restringidos porque pueden ser
carcinogénicos.” Por lo tanto, existe un creciente interés en la busqueda de antioxidantes de
origen natural, especialmente provenientes de plantas medicinales y/o alimenticias. En la
mayoria de los casos, la actividad antioxidante de estas plantas se debe principalmente a la
presencia de compuestos fendlicos, los cuales son potentes secuestradores de especies
reactivas de oxigeno y ademas son capaces de inhibir a enzimas productoras de radicales
libres."

El objetivo del presente estudio fue determinar el contenido de acido ascorbico, flavonoides y
compuestos fenolicos totales; asi como evaluar la actividad antioxidante de los extractos
hidroalcohélicos de 6 plantas peruanas: Uncaria tomentosa (uha de gato), Zea mays (maiz
morado), Smallanthus sonchifolius (yacon), Lepidium meyenii (maca), Krameria triandra
(ratania) y Physallis peruviana (aguaymanto). Con miras a conocer el potencial de estos
productos naturales para el desarrollo de fitocosméticos y/o nutracéuticos, se evalud su
actividad antioxidante in vitro por medio de los ensayos de inhibicion de radicales DPPH,
superoxido e hidroxilo; como también a través de la medicion de su poder reductor y actividad
antioxidante total.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipos. Espectrofotometro Shimadzu UV/Vis 1240.

Reactivos. 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), reactivo Folin-Ciocalteu, carbonato de
sodio, cloruro de aluminio, nitrito de sodio, hidréxido de sodio, acido galico, quercetina, acido
ascorbico, acido metafosforico, 2,6-dicloroindofenol, etanol, 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS), persulfato de sodio, Trolox, hexacianoferrato de
potasio, acido tricloroacético, cloruro férrico, nitroazul de tetrazolio (NBT), NADH,
metasulfato de fenazina (PMS), fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibasico,
desoxiribosa, peroxido de hidrégeno, EDTA, acido tiobarbitirico, acido tricloroacético,
manitol.

Muestras vegetales. Las muestras vegetales fueron colectadas e idenficadas por el bidlogo
Camilo Diaz. Se colectd corteza de Uncaria tomentosa (uia de gato), frutos de Zea mays
(maiz morado), tubérculos de Smallanthus sonchifolius (yacon), hipocotilos de Lepidium
meyenii (maca amarilla), raices de Krameria triandra (ratania) y frutos de Physallis
peruviana (aguaymanto).

Preparacion de extractos. Las muestras vegetales secas y molidas fueron extraidas con una
mezcla de etanol y agua destilada (7:3) por 4 dias a temperatura ambiente. Luego de la
filtracion se procedid a evaporar el solvente en un rotavapor a temperatura menor de 40 °C. Los
extractos hidroalcohdlicos obtenidos fueron almacenados en la refrigeradora a temperatura
menorde4°C hasta suuso.

Determinacion de compuestos fendlicos. Se utiliz6 el método de Folin-Ciocalteu descrito
por Garcia et al’ Se prepard una curva de calibracion de 4cido galico cuyo rango de
concentracion fue de 1-5 mg/L. Los extractos hidroalcoholicos de las 6 muestras vegetales
fueron evaluados a una concentracion de 0,1 mg/mL. A 100 pL de la muestra se le afladi6 250
pL de la solucion de Folin-Ciocalteu (diluido 1 en 2 con agua milli-Q), se sonico por 5 min,
luego se le afiadio 1250 pL de carbonato de sodio al 20% y 400 pL de agua ultra pura. Se agitd
vigorosamente, se cubri6 de la luz y se le llevd a reposo por 90 minutos a temperatura
ambiente. Las absorbancias respectivas fueron medidas a 760 nm en un espectrofotometro.
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Las muestras fueron analizadas por triplicado y el contenido de compuestos fendlicos totales
fue expresado en mg de acido galico/g de extracto hidroalcoholico.

Determinacion de flavonoides. El contenido de flavonoides en los extractos
hidroalcohélicos fue determinado mediante el ensayo colorimétrico con AlCl,, propuesto por
Ivanovaetal.” A 0,5 mL del extracto hidroalcohélico (a una concentracion de 0,3 mg/mL) se le
afladié 2 mL de agua destilada y 150 pL de nitrito de sodio. Se dejo reposar por 5 min y se le
afiadio 150 uL de cloruro de aluminio. Se dejé reposar por 6 min y se aiadié 1 mL de hidroxido
de sodio, se mezcld bien y se completd con agua destilada hasta volumen final de 5 mL. Para la
cuantificacion se elabor6 una curva de calibracion de quercetina a concentraciones entre 0,18
a 0,36 mg/mL. Las lecturas de absorbancia fueron realizadas en un espectrofotometro a la
longitud de onda de 510 nm. El contenido de flavonoides totales fue expresado como mg de
quercetina/g de extracto hidroalcoholico.

Contenido de acido ascérbico. El contenido de acido ascorbico fue determinado de acuerdo
al método descrito por Lung et al.” Se extrajo 20 mg del extracto hidroalcohdlico con 2 mL de
acido metafosforico al 1% por 45 minutos a temperatura ambiente; al cabo de ese tiempo se
filtro. Se tomd 100 L de la solucion anterior y se le agregdé 900 pL de una solucién de 2,6-
dicloroindofenol (cuya absorbancia estaba entre 0,30 y 0,35 para asegurar que la lectura de la
muestra se encuentre dentro del rango de las de los estandares), luego de 1 minuto se midio la
absorbancia a 515 nm. El contenido de acido ascorbico se determiné a partir de la recta de
regresion obtenida con el acido ascorbico estandar en las concentraciones de 1, 5, 10, 20, 30,
40y 50 pg/mL. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Actividad antioxidante en el test de DPPH. Se evalu¢ la actividad antioxidante in vitro de
los extractos hidroalcohdlicos mediante el método de Mensor et al.” Se preparé diluciones en
etanol acuoso de los extractos hidroalcoholicos hasta obtener concentraciones de 0,0 a 150,0
pg/mL. Se mezcld 1,0 mL de cada una de las diluciones con 0,5 mL de una soluciéon 0,3 mM de
DPPH en etanol y se dejo reaccionar a temperatura ambiente por 30 minutos; al término de los
cuales se procedido a medir la absorbancia de la mezcla a 517 nm. Todas las pruebas se
realizaron por cuadruplicado. Se calcul6 el porcentaje de actividad antioxidante de cada
muestra de acuerdo a la siguiente formula:

<100

Actividad antioxidante (%) = (AC_AAC{_ABJ

donde:
AM es la absorbancia de lamuestra+ DPPH
AB es laabsorbancia del blanco (muestra + etanol)
AC eslaabsorbancia del blanco del reactivo (DPPH + etanol).

La concentracion del extracto hidroalcoholico que neutraliza al 50 por ciento de los radicales
de DPPH (EC,,, concentracion efectiva media) se obtiene de la recta obtenida al graficar el
porcentaje de actividad antioxidante versus la concentracion de la muestra (pug/mL).

Actividad antioxidante total (TEAC). La capacidad antioxidante se determino siguiendo el
método descrito por Hazra et al.” El radical ABTS' fue generado al mezclar un volumen de
solucioén 14 mM de ABTS con un volumen de la solucion 4,9 mM de persulfato de sodio y se
incubo durante 12-16 h en oscuridad, para generar el radical ABTS+. La solucion del radical
ABTS se diluy6 con agua hasta obtener una absorbancia de 0,70 (+ 0,2). Se mezcld 10 pL de
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los extractos hidroalcohdlicos a diferentes concentraciones (0,05 a 10 mg/mL) con 1,0 mL de
lasolucion deradical ABTS y se leyo la absorbancia luego de 6 minutos a una longitud de onda
de 734 nm. Se procedi6 de igual manera para medir la actividad antioxidante del estandar
Trolox. Todas las pruebas se realizaron por cuadruplicado.

Se calculd el porcentaje de actividad antioxidante total (% AAT) mediante la siguiente
formula:

%AAT = (Ao-Am)x100/ Ao

donde:
% A AT=Porcentaje de actividad antioxidante total
Ao=Absorbanciadel control
Am=Absorbancia de la muestra con ABTS —Absorbancia del blanco
de lamuestra

El blanco consistio de la mezcla de 10 pL del extracto hidroalcohodlico con 1,0 mL de agua
destilada. El control consistio de la mezcla de 10 pL de etanol con 1,0 mL de la solucion de
radical ABTS.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de la formacion de radicales ABTS y se grafico como
una funcion de la concentracion. Finalmente, se determind el TEAC (trolox equivalent
antioxidant concentration) dividiendo la pendiente de la grafica de la muestra (extracto
hidroalcohdlico) sobre la pendiente de la grafica para el estandar Trolox.

Poder reductor. El poder de los extractos de reducir el ion Fe’* fue determinado mediante el
método de Hazra et al.” Diferentes concentraciones (0,0 hasta 0,4 mg/mL) del extracto
hidroalcohélico (0,5 mL) se mezcld con 0,5 mL de solucion amortiguadora de fosfato (0,2 M,
pH 6,6) y 0,5 mL hexacianoferrato de potasio (0,1%), seguido de incubacion a 50 °C en un
bafio de agua durante 20 minutos. Después de la incubacion se afiadio 0,5 mL de acido
tricloroacético (TCA) al 10% para terminar la reaccion. Se tomo6 1 mL de la solucion y se
mezclo con 1 mL de agua destilada y 0,1 ml de solucion de FeCl, (0,01%). La mezcla se dejo
reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a 700 nm
contra agua destilada como blanco. Todas las pruebas se realizaron por cuadruplicado. Una
absorbancia superior de la mezcla de reaccion indica un poder reductor mayor. Se utilizé el
acido L-ascorbico como control positivo.

Inhibicion del radical-anion superoxido. La actividad inhibitoria se evalud usando el
método descrito por Gupta et al."’ Se mezcl6 1 mL de nitroblue tetrazolium (NBT) 156 uM (en
buffer fosfato 100 mM, pH 7,4) con 1 mL de NADH 468 uM (en buffer fosfato 100 mM, pH
7,4)y 0,1 mL del extracto hidroalcohdlico o quercetina (a diferentes concentraciones finales
entre 20 a 200 pg/mL), se mezcld y afiadié 0,1 mL de metasulfato de fenazina (PMS) 60 uM
(en buffer fosfato 100 mM, pH 7,4) para iniciar la reaccion. La mezcla se incub6 a 25 °C por 5
minutos y se leyd su absorbancia a 560 nm. Se realiz6 de manera similar un control sin muestra
y se utilizo a la quercetina como compuesto de referencia. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

El porcentaje de inhibicion del anidn radical superoxido fue calculado como:

%Inh = (A o-Am) x 100/ A,

donde:
A,=Absorbancia del control (sin muestra)
A,, = Abs. de la mezcla reaccionante con PMS — Abs. de la mezcla
reaccionante sin PMS
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Las EC;, (concentracion efectiva media) se calcularon por analisis de regresion lineal, en
donde la abscisa representa las concentraciones de los extractos hidroalcohodlicos y la
ordenada el promedio de porcentaje de actividad antioxidante obtenido a partir de tres
mediciones independientes.

Actividad antioxidante para el radical hidroxilo. La actividad fue determinada de acuerdo
al método descrito por Ozyiirek et al." Se mezcld 100 pL de buffer KH,PO,~KOH (100 mM,
pH 7.,4), 100 pL desoxiribosa (15 mM), 50 puL de acido ascorbico (1 mM), 50 uL H,O, (10
mM), 50 uL de extracto hidroalcoholico (a las concentraciones finales de 5, 15, 25, 35 y 50
pg/mL), 100 uL FeCl, (500 uM) y 50 uL EDTA (1mM). La mezcla de reaccion fue incubada a
37 °C por 1 hora. Al final de dicho periodo de incubacion se agregéo 500 pL de acido
tiobarbiturico (TBA, 1% w/v) seguido de la adicion de 500 pL de 4cido tricloroacético (TCA,
2,8% w/v). Las soluciones se pusieron en un bafio de agua a 80 °C por 20 minutos para que
desarrolle el color rosado del aducto malondialdehido-acido tiobarbitirico y luego la
absorbancia se midio a 532 nm. Se realizo un control sin muestra y se utilizé al manitol como
compuesto de referencia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se calculd el
porcentaje de inhibicion de formacion de radical hidroxilo de acuerdo a la siguiente formula:

% Inhibicion = 100 x (A,-A,)/A,
Donde:
A, = Absorbancia del control (sin muestra)
A,, = Abs. de la muestra con desoxiribosa — Abs. de la muestra sin
desoxiribosa

Las EC,, (concentracion efectiva media) se calcularon por analisis de regresion lineal, en
donde la abscisa representa las concentraciones de los extractos hidroalcohdlicos y la
ordenada el promedio de porcentaje de actividad antioxidante obtenido a partir de tres
mediciones independientes

RESULTADOS Y DISCUSION
Como se observa en la tabla 1, en el ensayo de DPPH los extractos mas activos fueron los de
ratania y ufia de gato (EC,, = 10,45 y 12,05 pg/mL, respectivamente), llegando a ser casi tan
potentes como el control positivo, el flavonoide rutina (EC,,=6,43+0.22 ng/mL).
Similarmente, la capacidad antioxidante total o TEAC (trolox equivalent antioxidant
concentration) de los extractos de ratania y uiia de gato fueron mayores que la de los otros
extractos, llegando a ser del 71 y 47% con respecto a la del control positivo trolox (100%).
Para el test de inhibicion del radical superdxido se utilizé como control positivo al flavonoide
quercitina (EC,, = 41,24 + 1,24 pug/mL). Solamente los extractos de ratania y ufia de gato
fueron activos en este ensayo (EC,,= 66,02 y 124,28 ug/mL, respectivamente).
Los extractos que mejor inhibieron al radical hidroxilo fueron los de ratania y aguaymanto
(EC4,=18,50y 22,95 ng/mL, respectivamente), los cuales fueron inclusive mas activos que el
control positivo manitol (EC,,=39,99+ 1,12 ug/mL) (tabla 1).
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Tabla 1. Actividad antioxidante in vitro de 6 extractos de plantas

DPPH Radical Radical
Extractos ECs TEAC superoxido hidroxilo
etandlicos (ng extracto/mL) ECs, ECs,
(ng extracto/mL) (ng extracto/mL)

Ratania 10,45+048 0,71 £ 0,04 66,02 + 8,06 18,50 £ 0,78
Una de gato 12,05+ 047 0,47 £0,02 124,28 £ 7,16 > 50,00
Maiz 28,89+ 0,81 0,18 £0,01 >200,00 35,02 £2,88
morado
Aguaymanto >100,00 <0,01 >200,00 22,95 £3,33
Maca > 100,00 <0,01 > 200,00 > 50,00
Yacon 64,52 £ 0,66 0,07 +0,01 >200,00 34,07 £2,79

En Ia figura 1 se observa que existe un efecto dosis-respuesta en el poder de los 6 extractos
hidroalcohélicos evaluados de reducir el ion Fe*'. A cualquiera de las dosis evaluadas, los
extractos con mayor poder reductor fueron los de ratania, ufia de gato y maiz morado. A
concentraciones mayores de 0,2 mg/mL, los extractos de ratania y ufia de gato fueron
inclusive mas activos que el acido ascorbico (control positivo).
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0.300
0.200
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0.000

0.06 0.13 0.20 0.27 0.34 0.40
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Figura 1. Poder reductor: Comparacion de las absorbancias del acido ascorbico (1) con
los extractos de ratania (2), ufia de gato (3), maiz morado (4), aguaymanto (5), maca (6)
y yacon (7) a diferentes concentraciones (mg/mL)
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La alta actividad antioxidante mostrada por los extractos hidroalcohoélicos de ratania, ufa de
gato y maiz morado parece deberse a su gran contenido de sustancias antioxidantes. Estos tres
extractos fueron precisamente los que mostraron mayor concentracion de acido ascorbico,
flavonoides y compuestos fenolicos totales (tabla 2); que son sustancias con reconocida
actividad antioxidante.

Tabla 2. Contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides y acido ascorbico en 6
extractos de plantas

Acido
Extractos Fendlicos totales Flavonoides ascorbico
hidroalcohodlicos (mg ac. galico/g extracto) (mg quercetina/g (mg/100 g
extracto) extracto)
Ratania 30,1 +0,20 127,87+ 0,02 203,39+ 6,48
Una de gato 17,3 +£0,01 79,39 + 0,04 304,23 + 3,93
Maiz morado 33,2+3,40 48,40+ 0,03 142,86 + 7,32
Aguaymanto 9,4 +0,04 12,72 + 0,00 <45,00
Maca 9,3+0,01 14,66 + 0,00 <45,00
Yacon 12,8 £ 0,02 27,21+ 0,00 <45,00

Una decoccion de corteza de uiia de gato mostrd una alta actividad antioxidante en el test de
inhibicion de radicales DPPH, hidroxilo y peroxilo. Segiin Goncalves ef al., la actividad
antioxidante de la ufia de gato se deberia principalmente a la alta concentracion de
proantocianidinas.” La capacidad antioxidante de extractos de ufia de gato ha sido también
demostrada por Pilarski et al., quienes concluyeron que el extracto hidroalcohdlico al 50% es
mas activo que el extracto acuoso en el test de inhibicion de radicales superoxido y peroxilo,
asi como en su capacidad antioxidante total (TEAC)."”

Carini et al, evaluaron el extracto de ratania, estandarizado en su contenido de lignanos, y
mostraron que es capaz de proteger a los queratinocitos del dafio causado por radiacion UV-
B." Esta propiedad, en asociacién con su alta capacidad antioxidante, hace del extracto de
ratania un buen candidato para el desarrollo de bloqueadores de origen natural.

CONCLUSIONES
De las seis plantas evaluadas en el presente estudio, destacan las altas actividades in vitro en
los ensayos de inhibicion de radicales DPPH, superoxido e hidroxilo; poder reductor y
actividad antioxidante total de los extractos hidroalcoholicos de corteza de Uncaria
tomentosa (uiia de gato) y de raiz de Krameria triandra (ratania), los cuales muestran un gran
potencial para el desarrollo de nutracéuticos y/o fitocosméticos.
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EVALUACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
DE UN EXTRACTO OLEOSO DE PORO
(Allium ampeloprasumVar. porrum)

Rosa Maria Déwila—Mérquez*, Raul Avila Sosa-Sénchezl, Addi Rhode Navarro—Cruzl,
Viridiana Téllez-Ruizl, Martin Alvaro Lazcano-Hernandez "

RESUMEN
Se probo la actividad antimicrobiana de extractos del poro (A/lium ampeloprasum Var.
porrum) obtenidos por métodos discontinuos (Tintura) y continuos (Soxhlet), empleando la
prueba de difusion en agar y cinéticas de crecimiento bacteriano. Los resultados de la prueba
de difusion en agar descartaron el extracto alcohdlico por no presentar actividad
antimicrobiana. En las cinéticas de crecimiento bacteriano se probaron diferentes
concentraciones del extracto oleoso logrando la inhibicién de Escherichia coli (91%),
Staphylococcus aureus (72%,) y Bacillus cereus (65%). Se concluye que el extracto oleoso del
poro representa un antimicrobiano natural eficaz in vitro.
Palabras clave: extracto, tintura, extracto oleoso, cinética de crecimiento bacteriano.

IN VITRO EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF A
PORE OIL EXTRACT (Allium ampeloprasum Var. Porrum)

ABSTRACT
We tested the antimicrobial activity of extracts of the pore (Allium ampeloprasum Var.
porrum) obtained by discontinuous method (Dye) and continuous (Soxhlet) using the agar
diffusion test and kinetics of bacterial growth. The results of the agar diffusion test ruled out
the alcoholic extract it not present antimicrobial activity. In the kinetics of bacterial growth are
tested different concentrations of oil extract achieving inhibition of Escherichia coli (91%),
Staphylococcus aureus (72%) and Bacillus cereus (65%). We conclude that the oil extract of
the pore is a natural antimicrobial effective in vitro.
Key words: extract, dye, oil extract, kinetics of bacterial growth.

INTRODUCCION
El uso de agentes quimicos para prevenir o retardar el deterioro de alimentos deriva en parte
del hecho, que tales compuestos son empleados en el tratamiento de enfermedades del
hombre, animales y plantas lo cual no implica que todos los agentes quimioterapéuticos
puedan ser empleados como conservadores de alimentos. Por otra parte, hay algunos
compuestos quimicos empleados en la preservacion de alimentos que son inefectivos o
toxicos como quimioterapéuticos. Excepto algunos antibidticos, ninguno de los
conservadores de alimentos empleados actualmente, tiene uso quimioterapéutico para
personas o animales. Aunque un gran nimero de compuestos han sido descritos como
potenciales conservadores, s6lo un pequefio numero se han empleado en alimentos debido a
las estrictas reglas de seguridad dictadas por la Food and Drug Administration (FDA) o por el
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hecho que no todos los compuestos que presentan actividad antimicrobiana in vitro la
conservan al ser adicionados a los alimentos.

Se han aislado alrededor de 12 000 compuestos con actividad antimicrobiana procedentes de
organismos vegetales y se estima que constituyen sélo el 10% de los metabolitos secundarios.'
Probablemente los extractos con poder antimicrobiano mejor caracterizados del reino vegetal
son los obtenidos de ajos (Allium sativum) y cebollas (4/lium cepa). Walton y Lovell (1936)
indicaron que los agentes volatiles tanto de la cebolla como del ajo inhibian a B. subtilis,
Serratia marcenscens 'y algunas micobacterias en medios microbiologicos. Desde entonces se
ha demostrado que el crecimiento y produccion de toxinas de muchos microorganismos entre
ellos B. cereus, C. botulinum tipo A, E. coli, Salmonella spp, Shigella spp y S. aureus, entre
otros, son inhibidos por el ajo y la cebolla’. Cavallito y Barley en 1944 aislaron los principales
compuestos antimicrobianos del ajo; identificaron el componente antimicrobiano como
alicina. La alicina se forma por accion de la enzima aliinasa sobre la aliina. La reaccion ocurre
so6lo cuando las células del ajo estan desintegradas liberando la enzima para que actue sobre el
sustrato; una reaccion similar ocurre en la cebolla’

El poro o puerro (Allium ampeloprasum Var. porrum) pertenece a la familia de las Lilidceas en
donde estan incluidos el ajo y la cebolla, pero a diferencia de los extensos estudios a los han
sido sometidos el ajo y algunas variedades de cebolla’ casi no existen referencias al poro, razén
por la cual en el presente trabajo se presenta la evaluacion antimicrobiana in vitro de un
extracto oleoso del poro.

PARTE EXPERIMENTAL
Material biolégico
Los poros (Allium ampeloprasum Var. porrum) se obtuvieron en la central de abastos de la
ciudad de Puebla. Los criterios de seleccion para la adquisicion de los poros fueron: buen
aspecto (sin magulladuras), buen color (blanco en el bulbo y verde glauco las hojas) y sin
contaminacion. La determinacion de género y especie fue realizada por botanicos de la
Facultad de Biologia de la BUAP por comparacion con sus bases de datos. Se empled la parte
comestible del poro (bulbo) al cual se le elimino la primera capa de hojas; se lavo con agua
destilada estéril, cortd en rodajas de entre 0,5 y lecm. A una muestra se le determiné humedad
en una termobalanza; al resto se le sometio a desecacion quimica (silica gel), hasta reducir la
humedad al 60% para evitar pérdida de compuestos volatiles. El poro desecado se guardd en
frascos secos que se almacenaron a temperatura ambiente en un lugar seco y obscuro hasta su
empleo.
Las cepas bacterianas utilizadas se adquirieron del cepario de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la BUAP, a las cuales se les realizaron antibiogramas (BIO —RADSA), tincién de
Gram y pruebas bioquimicas”’ para asegurar la identidad de las mismas. Las cepas empleadas
fueron: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus.
El cloranfenicol empleado para los controles positivos fue un estandar secundario
proporcionado por el area de farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas.

Preparacion de los extractos

El extracto etandlico (tintura) se obtuvo por maceracion del poro desecado en etanol 96% en
una relacion 1:1 p/v; la maceracion se realizo a temperatura ambiente durante cinco semanas
enun frasco ambar; al término se filtré la muestra con papel filtro Whatman niimero 1.

El extracto oleoso se realizé empleando 250 ml de éter etilico y 10 g del poro desecado, en el
equipo Soxhlet’ hasta completar 12 reflujos, el extracto se evapord en un rotavapor a
sequedad; se pesd un gramo y se le agrego agua hasta obtener un peso final de 10 g, se sonico
por 2 tiempos de 30 minutos a 60 Hertz a fin de obtener una dispersion homogénea.
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Actividad antimicrobiana
Las cepas fueron sincronizadas’ por pases sucesivos en caldo nutritivo y estandarizadas
empleando como referencia el tubo niimero 1 del nefelémetro de McFarland.’

Difusién en agar

Se realizo siguiendo el método de Kirby- Bauer® en agar Miieller-Hinton, empleando
penicilindros en lugar de discos de papel; usando un asa de hockey se esparcieron 0,5 ml del
cultivo estandarizado en la superficie del agar, en cada penicilindro se colocd 100 ul del
extracto respectivo (10%); en la misma placa se corrio un blanco y un control positivo con el
antibiotico al que fue sensible la cepa (cloranfenicol).

Cinética de crecimiento

Para realizar la prueba de cinéticas de crecimiento microbiano® se utilizé6 un bafio con
agitacion (50 rpm), a temperatura constante de 37 °C y matraces nefelométricos estériles; se
utilizé un control positivo (bacterias + antibidtico + caldo nutritivo), un testigo (bacterias +
caldo nutritivo) y para probar el extracto (bacterias + extracto + caldo nutritivo); el volumen
final de cada matraz fue de 50 ml, se probo6 diferentes concentraciones del extracto y todas se
realizaron por triplicado. Se midi6 la absorbancia cada hora durante un periodo de 9 horas
continuas, con la ayuda de un espectrofotdmetro a 520 nm (Leitz, Modelo M. serie N° 33812).
Los porcentajes de inhibicion se obtuvieron comparando el promedio de las absorbancias de la
ultima hora del testigo y el promedio de las absorbancias de la ultima hora de los matraces con
extracto

Analisis estadistico

A los datos obtenidos se les realiz6 un analisis de varianza de una via (ANOVA) con la ayuda
del software MINITAB 14 (LEAD Technologies Inc.); se trabajo a un nivel de confianza del
95 % en el cual se analiz6 las medias de las pendientes de la parte logaritmica de cada una de
las curvas de crecimiento y se determiné las diferencias significativas con la prueba de
Tuckey.

RESULTADOS
Laprueba por difusion en agar demostro que en la fase alcohdlica no se encontraban principios
activos antimicrobianos, no asi en el extracto oleoso que demostré actividad contra las cepas
probadas. En el caso de Bacillus cereus no se realizo el ensayo de difusion en agar; en la tabla 1
destaca el halo de inhibicion con un valor de 8,4 cm contra E. coli.

Tabla 1: Diametro de los halos de inhibicion (cm) difusion en agar

. Extracto Extracto
Bacteria e
alcoholico oleoso
E. coli 0 8,4
Sta. aureus 0 7.4
Bacillus cereus nd nd

nd = No determinado

En el caso de las cinéticas de crecimiento se probaron concentraciones de 0,4%, 0,2% y 0,1%
(v/v) de las cuales la mejor concentracion vari6 con el microorganismo de prueba; para E. coli
la mas efectiva fue de 0,2% con un porcentaje de inhibicion de 91,89%; el analisis estadistico
demostro diferencia significativa entre el matraz testigo y los adicionados con el extracto, no
asi entre las diferentes concentraciones del extracto. En el caso de Staphylococcus aureus y
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Bacillus cereus 1a mejor concentracion fue de 0,4% con un 72,65% y 65,13% de inhibicion,
respectivamente. (figuras 1,2y 3).

048 7

Absorbancia

0.3 A

0.2 4

4 9 Haoras
—+— Testigo —8— Control Positivo -~ 0 0.40% = A= 0.20% == 0.1% {wiv)

-0 A

Figura 1: Curva de crecimiento de Escherichia coli, en presencia del extracto oleoso del
poro. Se muestra el promedio de tres repeticiones y las desviaciones estandar
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Figura 2: Curva de crecimiento de Staphylococcus aureus en presencia del extracto oleoso
del poro. Se muestra el promedio de tres repeticiones y las desviaciones estandar

Rev Soc Quim Peri. 79 (1) 2013



Evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana de un extracto oleoso de poro ...

0.6 -

Absorbancia

0.4 -

0.2

25

—+—Testizo  —m— Control Positivo

- 0.40%

Haras

— e 001% (uvfv)

Figura 3: Curva de crecimiento de Bacillus cereus en presencia del extracto oleoso del
poro. Se muestra el promedio de tres repeticiones y las desviaciones estandar

El analisis estadistico del crecimiento de Staphylococcus aureus demostrd que la diferencia
entre las pendientes es significativa entre las concentraciones 0,2% y 0,4% del extracto y
respecto del control positivo; para Bacillus cereus existe una diferencia significativa entre la

concentracion de 0,4% y el control positivo y el testigo. (tablas 2y 3)

Tabla 2: Analisis estadistico* de medias de las pendientes obtenidas en las cinéticas de

crecimiento de los organismos de prueba

Parametro/Microorganismo E. coli Sta. aureus  Bacillus cereus
Testigo 0,061* 0,100° 0,087 *
CONTROL (+) 0,013 ° 0,040 ¢ 0,037 °¢
EXT. 1 (0,4%) 0,010 ° 0,028° nd

EXT. 1 (0,2%) 0,007 ° 0,059°¢ 0,022°
EXT. 1 (0,1%) 0,015° 0,088 ° 0,077°

Nivel de Confianza = 95%

nd = No determinado

* Letras diferentes indican diferencias significativas
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Tabla 3: Porcentajes de inhibicion obtenidos en presencia del extracto oleoso

Parametro/Microorganismo E. coli  Sta. aureus  Bacillus cereus
Porcentaje de inhibicion

0,40% 89,19 72,65 65,13

0,20% 91,89 40,17 nd

0,10% 72,97 16,24 14,86

nd = No determinado

DISCUSION
Los halos de inhibicion obtenidos en el ensayo de difusion en agar superan en mucho los
marcados por la casa comercial del sensidisco (BIO —RADSA) ya que esta marca 2,4 cm para
una cepa sensible lo que nos indica la alta actividad antimicrobiana del extracto del poro; esta
técnica es muy utilizada para determinar la efectividad de un antimicrobiano; Burt y Reinder’
prueban la actividad antibacteriana de cinco aceites esenciales mediante la prueba de difusion
en agar contra E. coli'y obtuvieron que el aceite de orégano es efectivo contra esta bacteria con
2,4 cm de diametro en el halo de inhibicion; Bayramoglu e a/" encuentran resultados
similares al utilizar aceite de orégano contra Bacillus cereus y Staphylococcus aureus
utilizando la misma técnica obteniendo halos de inhibicién de 4 y 4,5 cm de diametro,
respectivamente; la diferencia entre los halos de inhibicién obtenidos tanto por Burt como por
Bayramogluy y en este trabajo, radica en las concentraciones utilizadas ya que en el primer
trabajo se utilizo el aceite esencial al 1%, mientras que en el segundo al 2% y en este trabajo al
10%; Echemendia et al" demuestran la actividad in vitro del propoaromiel contra cepas
aisladas de muestras clinicas, entre ellas Escherichia coli y Sta. aureus, mediante difusion en
agar; utilizaron concentraciones similares a las aqui empleadas con resultados satisfactorios.
Las cinéticas de crecimiento presentadas por los microorganismos de prueba presentan, en
general, un alargamiento en la fase de latencia y una disminucion en la velocidad de
reproduccion, caracteristicas de un comportamiento bacteriostatico.
La inhibicion demostrada contra E. coli es muy eficaz ya que comparada con trabajos previos
como el de Marroquin et al”, que probaron la actividad antimicrobiana del apio contra esta
bacteria, obtuvieron 55% de inhibicion, porcentaje que es superado por todas las
concentraciones aqui empleadas. Respecto a las concentraciones empleadas, Gutiérrez et
al"hacen una investigacion con aceites esenciales y la combinacion de éstos para potenciar el
efecto inhibidor sobre bacterias como E. coli, Bacillus cereus, Lysteria monocytogenes y
Pseudomona aeuriginosa, utilizando concentraciones que van desde 300 ppm hasta 50,000
ppm; las concentraciones empleadas en este trabajo estan en este rango, incluso mas bajas que
las utilizadas por Gutiérrez et al; ademas, el poro por si sdlo presenta buenos porcentajes de
inhibicion.
El extracto provoco en Staphylococcus aureus que la fase de latencia se alargara por tres horas,
aproximadamente, y la fase exponencial disminuyera; en las tres concentraciones empleadas
sigue un comportamiento similar; por lo tanto se evidencia el efecto bacteriostatico: a mayor
concentracion del extracto disminuye mas la velocidad de crecimiento de la bacteria; sin
embargo, aunque lento, sigue habiendo crecimiento. Lara et al* prueban el extracto oleoso de
tomatillo contra la misma bacteria obteniendo 23% de inhibicion; comparado con el ejemplo
anterior el extracto oleoso del poro es mas efectivo.
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En el caso de Bacillus cereus la concentracion de 0,4% el extracto logro alargar la fase de
latencia hasta las tres horas, disminuir la fase logaritmica y mantenerla casi constante durante
casi 4 horas, demostrando una accidn bacteriostatica efectiva. Manzo et al’ prueban la
efectividad del extracto oleoso de brocoli contra esta bacteria utilizando la misma técnica y
obteniendo 8% de inhibicidn; porcentaje que es facilmente superado por el extracto oleoso del
poro; Demo et al”®, probaron la actividad antimicrobiana de plantas aromaticas de Argentina
contra diversas bacterias mediante la técnica de difusion en agar y encontraron que Bacillus
cereus es susceptible a Aloysia triphylla con una concentracion minima inhibitoria de 0,5
mg/ml, por otro lado, Bonyadian y Moshtaghi'’ obtienen una concentracion minima
inhibitoria contra Bacillus cereus de 0,3% al probar el aceite esencial de menta por el método
de dilucioén en caldo, provocando alargamiento en la fase de latencia y disminucion en la fase
logaritmica; lo mismo sucedio en el caso del extracto del poro a 0,4%; ademas, demuestra que
la potencia con que se ejerce el efecto microbiano puede variar de acuerdo a las condiciones
que se utilicen, la técnica, la planta, el tipo de extracto y que al utilizarse como un
antimicrobiano in vivo podria haber otro tipo de factores que intervengan en su accion
antimicrobiana.

CONCLUSIONES

Se demostré que el poro presenta principios activos antimicrobianos, que ademas son de
naturaleza no polar, debido a que fue el extracto oleoso del poro, obtenido con un solvente
organico de baja polaridad, el que demostré mejores resultados.

Las cinéticas de crecimiento bacteriano, corroboraron que las bacterias que se probaron, todas
fueron sensibles a los extractos oleosos del poro, siendo la mas sensible E. coli al inhibirla en
un 91%; ademads, debido al comportamiento que siguieron las bacterias al estar en contacto
con el extracto, se puede decir que la accion que ejerce el extracto es bacteriostatica.

Estos resultados permiten proponer la necesidad de comprobar si el efecto es realmente
bacteriostatico o bactericida; ademas, de realizar estudios in vivo ¢ in situ empleando sistemas
modelo o directamente alimentos.
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ANALISIS PROXIMAL, ANTINUTRIENTES, PERFIL DE ACIDOS
GRASOS Y DE AMINOACIDOS DE SEMILLAS Y TORTAS DE 2
ESPECIES DE SACHA INCHI (Plukenetia volubilis y
Plukenetia huayllabambana)

5

Candy Ruiz', Camilo Diazb, José Anaya®, Rosario Rojasa’b’

RESUMEN

Se determiné la composicion proximal, perfil de aminoacidos, perfil de acidos grasos y el
contenido de antinutrientes (saponinas y taninos) de las semillas y tortas (residuos después de
la extraccion del aceite) de las especies Plukenetia huayllabambana y Plukenetia volubilis.
Las semillas de P. huayllabambana, proveniente de la provincia Rodriguez de Mendoza,
poseen mayor contenido de aceite (54,3 versus 49,0%), mientras que las procedentes de la
provincia de San Martin (P. volubilis) mostraron mayor contenido de proteinas (29,6 versus
24,5 %). Asimismo, el contenido proteico de la torta de P. volubilis es mayor que el de P,
huayllabambana (59 y 46%, respectivamente). El contenido de aminoécidos esenciales de las
semillas de ambas especies de Plukenetia es el adecuado de acuerdo a lo recomendado por la
FAO/OMS, a excepcion de los aminoacidos lisina y leucina. Tanto en semillas como en tortas,
la concentracion de acido linoleico (omega-6) es mayor en P. volubilis, mientras que el
linolénico (omega-3) se encuentra en mayor proporcion en P, huayllabambana.

Palabras clave: Acidos grasos, aminoacidos, Plukenetia volubilis, Plukenetia
huayllabambana, sacha inchi

PROXIMATE ANALYSIS, ANTINUTRIENTS, FATTY ACIDS AND
AMINO ACIDS PROFILES OF SEEDS AND CAKES FROM 2
SPECIES OF SACHA INCHI: Plukenetia volubilis and Plukenetia
huayllabambana

ABSTRACT
We determined the proximate composition, amino acid profile, fatty acid profile and
antinutrients contents (saponins and tannins) of seed and cakes (residues after oil extraction) of
Plukenetia huayllabambana and Plukenetia volubilis. The seeds of P. huayllabambana, from
the province of Mendoza Rodriguez, has higher oil content (54.3 versus 49.0%), while those
from the province of San Martin (P. volubilis) showed higher protein content (29.6 versus
24.5%). Furthermore, protein content of P. volubilis'cake is greater than the one of P,
huayllabambana (59 and 46%, respectively). The essential amino acid content of the seeds of
both Plukenetia species is adequate, as recommended by the FAO/WHO, except for the amino
acids lysine and leucine. In cakes, as well as seeds, the concentration of linoleic acid (omega-6)
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was larger in P, volubilis, while linolenic acid (omega-3) was found in greater proportion in P,
huayllabambana.

Key words: Aminoacids, fatty acids, Inka peanut, Plukenetia huayllabambana,
Plukenetiavolubilis.

INTRODUCCION
El género Plukenetia L. (Euphorbiaceae) esta constituido por 19 especies, de las cuales 12 se
encuentran en el neotrépico y las restantes en el viejo mundo. En el Pert se ha reconocido las
especies Plukenetia volubilis, P. brachybotrya, P. polyandenia, P. loretensis y, mas
recientemente, se ha descrito la nueva especie P. huayllabambana."
La especie mas cultivada en el Pert es P. volubilis, la cual crece entre los 30 a 2110 msnm en
los departamentos de Amazonas, Cusco, Junin, Loreto, Pasco, San Martin y Madre de Dios.
Esta especie es muy reconocida por sus semillas con alto contenido de proteinas, tocoferoles y
aceite rico en 4cidos grasos omega-3 y omega-6.""" Luego de la extraccion del aceite por
medio de solventes o prensado queda un residuo (“torta”) que es rico en proteinas de alto valor
nutricional."
Otra especie que se esta cultivando principalmente en la provincia de Rodriguez de Mendoza
(Amazonas) es P. huayllabambana, la cual crece a mas altura (1 300 a 2 200 msnm) y posee
semillas de mayor tamafio que P volubilis. Un estudio técnico menciona que P,
huayllabambana poseeria mayor contenido de acidos grasos monoinsaturados que P
volubilis.”
El presente trabajo tuvo como objetivo conocer el potencial nutricional de las semillas y
residuos de extraccion del aceite (“tortas”) de las especies Plukenetia volubilis y Plukenetia
huayllabambana determinando la composicion proximal, perfil de acidos grasos, perfil de
aminoacidos y antinutrientes (saponinas y taninos) de dichas muestras.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipos. Espectrofotometro Shimadzu UV/Vis 1240. Cromatografo liquido de alta
performance (HPLC), Elite LaChrom: bomba L-2130, detector DAD L-2455, Software
EZChrom Elite Client/Server version 3.2. La columna analitica utilizada fue Superspher”
STAR RP-18e (250 mm x 4,6 mm, 4 um de tamafio de particula). Cromatoégrafo de gases
Agilent Technologies 78904 acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies
5975C. Se empled una columna capilar polar HP-FFAP (30 m x 250 pm x 0,25 pm).

Reactivos. Acido tanico, reactivo de Folin—Ciocalteu, kit de L- aminoéacidos y cloruro de
dabsilo, fueron adquiridos de Laboratorios SIGMA-Aldrich.

Muestras. Las muestras botanicas y semillas de P. huayllabambana y P. volubilis fueron
colectadas e identificadas por el bidlogo Camilo Diaz en marzo del 2011. Las muestras de
herbario de cada especie fueron depositadas en el Herbario de la Seccion de Ciencias
Farmacéuticas de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los respectivos residuos
(“tortas”) obtenidos de cada una de las especies luego de la extraccion del aceite por medio de
prensado fueron suministrados por la empresa ALINAP SAC (Sr. José Anaya). Las 4 muestras
obtenidas fueron codificadas de la siguiente manera:

AI-RM-05: semillas de P. huayllabambana colectadas en la provincia de Rodriguez

de Mendoza, departamento de Amazonas.
TRM: torta de semillas de Plukenetia huayllabambana (AI-RM-05).
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AI-SM-062: semillas de P. volubilis colectadas en la provincia de San Martin,
departamento de San Martin.
TSM: torta de semillas de P. volubilis (AI-SM-062).

Analisis proximal

El analisis proximal de cada una de las muestras fue realizado segin los métodos
recomendados por la AOAC": Humedad, por secado de las muestras a 105 °C durante 3 h en
una estufa; proteinas (N x 6,25) por método de Kjeldahl; grasas por método de Soxhlet;
cenizas por incineracion en mufla; fibra por tratamiento con acido y base; carbohidratos por
diferencia (100 —porcentaje de cadauno de los anteriores).

Determinacion de taninos

Se sigui6 la metodologia descrita por Lastra et al"', segin la cual las muestras son previamente
extraidas con una mezcla de acetona —agua (7:3) durante 4 horas en un equipo Soxhlet. Luego
de filtrar y evaporar ¢l solvente en un rotaecvaporador, se cuantifico el contenido de taninos en
el residuo por medio de una curva de calibracion, teniendo como estandar al acido tanico a
concentraciones de 0,025 — 0,15 mg/ml. Se midi6 la absorbancia de las soluciones en un
espectrofotometro a la longitud de onda de 700 nm.

Determinacion del contenido de saponinas

Cada una de las muestras fue sometida a una extraccion con metanol por 4 horas en un equipo
Soxhlet. Luego de filtrar y evaporar el solvente en un rotaevaporador, el residuo fue
distribuido en una mezcla de agua y diclorometano (1:1). La fase acuosa fue extraida con 1-
butanol, separando luego la fase organica para concentrarla a sequedad en un rotaecvaporador.
El residuo se disolvio con agua destilada en una fiola de 100 ml y 1 ml de esta solucion fue
mezclado con 1 ml de 4cido sulfurico concentrado y 1 ml de cloruro de cobalto al 0,2%. Se
dejo reposar la mezcla por 10 minutos y se midi6 su absorbancia en un espectrofotometro a la
longitud de onda de 284 nm". Para la cuantificacion de saponinas en la muestra problema se
prepard una curva de calibracion con soluciones de saponina a concentraciones de 0,025 a
0,15 mg/ml.

Determinacion del perfil de aminoacidos

Se pes6 aproximadamente entre 1 a 6 mg de los 20 L-aminoacidos (Sigma-Aldrich) en una
fiola de 10 mly se enras6 con agua destilada. Se tom6 0,5 ml de la solucion y se agrego 0,5 ml
de HC1 12N, 30 pl de 2-mercaptoetanol y se burbujeo la mezcla con gas nitrogeno, calentando
a110°C por 24 horas.

De igual manera, se tomd 0,5 ml de la mezcla de aminoacidos y afiadio 0,5 ml de NaOH 8 Ny
se burbujed lamezcla con gas nitrogeno y se calentd a 110 °C por 24 horas.

Ambas soluciones hidrolizadas se neutralizan y concentran; después se traspasa a una fiola de
10 mly se enrasa con solucion de bicarbonato de sodio 50 mM.

Para preparar la curva de calibracion de aminoacidos se tomo alicuotas de 20,40,80y 160 pl
de la solucion stock de mezcla de aminoacidos y se llevo cada solucion a un volumen final de
160 pl con solucion de bicarbonato de sodio 50 mM. Se adicioné luego a cada tubo 260 plde la
solucion de cloruro de dabsilo 12,4 mM. Se calent6 las mezclasa 70 °C por 10 minutos, luego
de los cuales se agregd 580 pl de solucion buffer de fosfato: etanol (1:1). Se inyectd 10 pl de
las mezclas derivatizadas en el HPLC.

Se peso aproximadamente 1-3 mg de muestra y se hidrolizo y derivatizé de manera similar al
procedimiento para la mezcla de estandares de aminoacidos. Se inyecté 10 pl de la muestra
derivatizadaenel HPLC."
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Perfil de acidos grasos

Los acidos grasos fueron extraidos usando pentano como solvente y esterificados con KOH al
0,1% en metanol. Luego de filtrar, se inyect6 1 ul de la muestra en el cromatografo de gases
acoplado a espectrometro de masas.” Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes:
split ratio 20:1; temperatura de inyeccion 250 °C; temperatura del horno se mantuvo a 150 °C
por 1 minuto, para luego iniciar un gradiente de temperatura (2,5 °C/min) hasta alcanzar 230
°C, manteniendo esta temperatura final por 1 minuto. El gas de arrastre usado fue helio a un
flujo de 0,63 ml/min.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados del analisis proximal muestran que las semillas de Plukenetia huayllabambana
se destacan por su mayor contenido de grasas en comparacion con las de P. volubilis (54 y
49%, respectivamente). Ambas especies presentan, inclusive, mayor contenido de aceite que
otras semillas oleaginosas, como por ejemplo las de soya (19%), mani (45%), algodén (16%)
o girasol (48%)."
Ademas del aceite, las semillas contienen un alto porcentaje de proteinas; pero en este caso
mas bien se observa que el contenido proteico es mayor para P, volubilis (29,6%) que para P.
huayllabambana (24,5%).
Algo similar ocurre para las tortas, donde el mayor contenido de aceite sigue siendo para la
especie P. huayllabambana y el mayor contenido de proteinas para P. volubilis (tabla 1), lo
cual implicaria que para la extraccion de proteinas o elaboracion de hidrolizados proteicos a
partir de semillas o tortas, la especie mas promisoria seria P. volubilis.

Tabla 1. Composicion proximal (base seca) de semillas y tortas de dos especies de

Plukenetia
Plukenetia huayllabambana Plukenetia volubilis
Componente
Semillas Torta Semillas Torta
(AI-RM-05) (TRM) (AI-SM-06) (TSM)
Grasa 543+1,0 9,7+0,5 49,0+ 1,0 7,8 +0,2
Proteinas 245+1,2 46,1 £1,1 29,6 £0,5 59,0+ 0,7
Cenizas 3,8+0,4 6,0+ 0,1 2,7+0,2 4,8+0,2
Fibra 74+0,5 33+ 0,4 6,6 0,7 4,5+0,6
10,0 £0,7 34,9 +0,1 12,1 £1.3 23,9 +1,7
Carbohidratos

El porcentaje de proteina (29,6%) y grasas (49,0%) hallado por nosotros para P. volubilis es
mayor al reportado por Gutiérrez (24,7% y 42%, respectivamente), para una muestra
procedente de Colombia. Por otro lado, Pascual reporta un mayor contenido de grasas
(54,9%), pero menor porcentaje de proteinas (25,9%).” Las diferencias observadas en la
composicion proximal de P. volubilis pueden deberse a diversas variables, como por ejemplo,
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el lugar de procedencia, tipo de almacenamiento de las semillas y su tratamiento post-cosecha.
El analisis proximal de los residuos de extraccion del aceite (torta) realizado por Pascual’
muestra resultados muy similares a los nuestros (tabla 1); sin embargo, Mondragén' reporta
para la torta de P. volubilis un contenido residual de aceite mucho mayor (37,3%), lo cual
implicaria que el método de extraccion utilizado no fue el dptimo.

No se ha encontrado reportes previos en la literatura cientifica sobre la composicion proximal
desemillasy tortade P. huayllabambana.

En la tabla 2 se observa que, para ambas especies, el perfil de acidos grasos de las semillas es
practicamente igual al de las tortas, denotando que el proceso de extraccion utilizado no
degradé dichos componentes. No se encontro diferencias en la concentracion de acidos grasos
saturados, monoinsaturados o poliinsaturados en las 4 muestras analizadas; pero cabe destacar
que el contenido de 4cido linoleico (omega-6) es mayor en P. volubilis, mientras que el
linolénico (omega-3) se encuentra en mayor proporcion en P. huayllabambana.

Tabla 2. Perfil de acidos grasos de semillas y tortas de dos especies de Plukenetia

Composicion relativa (%)

Plukenetia huayllabambana Plukenetia volubilis
Acido graso Semillas Torta Semillas Torta

(AI-RM-05) (TRM) (AI-SM-06) (TSM)
Palmitico (16:0) 53 6,1 3,8 4,5
Estearico (18:0) 1,9 1,2 2.3 1,9
Oleico (18:1) 9,6 9,7 8,7 10,5
Linoleico (18:2) 29,3 28,4 34,6 36,0
Linolénico (18:3) 53,9 54,6 50,6 47,1
Saturados 7,2 7,3 6,1 6,4
Monoinsaturados 9,6 9,7 8,7 10,5
Poliinsaturados 83,2 83,0 85,2 83,1

El perfil de 4cidos grasos reportado para semillas de P. volubilis procedente de Colombia’ es
similar a lo encontrado por nosotros; sin embargo, Pascual y Mejia’ y Hamaker et al' y
encontraron menor porcentaje de acido linolénico (43,8-45,2%).

En la tabla 3 se muestra el perfil de aminoacidos de semillas y tortas de ambas especies de
Plukenetia. Se puede observar, que a excepcion de lisina y leucina, ambas semillas estarian
cumpliendo con los requerimientos de aminoacidos en la dieta recomendados por la FAO para
todos los grupos etareos, excepto los infantes.

Rev Soc Quim Perii. 79 (1) 2013



34 Candy Ruiz, Camilo Diaz, José Anaya, Rosario Rojas

En el caso de las tortas nosotros encontramos una deficiencia en los aminoacidos lisina,
leucina, metionina+cisteina y fenilalanina+tirosina. Estas mismas deficiencias fueron
reportadas en el trabajo de Mondragoén, aunque en mayor proporcion.

Tabla 3. Perfil de aminoacidos de semillas y tortas de 2 especies de Plukenetia

Contenido en mg/g de proteina

Aminoicido P. huayllabambana P. volubilis
Semillas Torta Semillas Torta FAO/OMS
(AI-RM-05) (TRM) (AI-SM-06) (TSM)
acido aspartico 19 16 14 11
acido glutamico 41 12 30 21
asparagina 124 33 80 46
serina 28 15 18 61
treonina 40 48 36 64 34
glicina 225 215 218 201
alanina 20 13 14 22
arginina 39 14 44 17
prolina 24 49 23 59
valina 52 36 40 47 35
metionina 13 12 14 17
isoleucina 30 36 26 30 28
leucina 52 28 37 39 66
fenilalanina 21 19 13 20
cisteina 17 10 8 11
lisina 31 6 28 12 58
histidina 19 21 17 32 19
tirosina 82 22 58 24
glutamina 46 89 31 65
triptofano 12 14 13 11 11
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Si bien, las semillas y tortas de ambas especies de Plukenetia son promisorias para la
alimentacion humana, es necesario confirmar que el contenido de anti-nutrientes no sea
elevado. Los anti-nutrientes como los taninos pueden unirse o precipitar las proteinas
digestivas disminuyendo su capacidad de digerir los alimentos. En el caso de las saponinas, se
ha visto que algunas de ellas pueden ser hemoliticas.

En la tabla 4 se observa que las semillas de P. volubilis presentan mayor concentracion de
taninos que las de P. huayllabambana; aunque a valores menores a lo reportado en semillas de
soya (34,9 mg/100 g muestra)."

El mayor contenido de saponinas lo poseen las semillas de P. huayllabambana (tabla4); pero
no supera el valor encontrado para la soya (34,6 mg/100 g muestra)."*

Tabla 4. Contenido de saponinas y taninos en semillas y tortas de dos especies de Plukenetia

Plukenetia huayllabambana Plukenetia volubilis
Antinutriente Semillas Torta Semillas Torta
(AI-RM-05) (TRM) (AI-SM-06) (TSM)
mg saponinas/100 g 12,40 + 1,05 1809,60 +234,50  4.80+2,60  1062,10 + 222,40
muestra seca
mg taninos (expresados 0,37 +£0.02 5,59 £ 0,36 1,37 £ 0,05 6,35+0,26
como acido tanico)/ 100 g
de muestra seca
CONCLUSIONES

Las semillas de Plukenetia huayllabambana se destacan por su mayor contenido de grasas en
comparacion con las de Plukenetia volubilis (54 y 49%, respectivamente); por el contrario, el
contenido proteico de esta tltima es mayor (29 versus 25%). Asimismo, el contenido proteico
de las tortas es mas alto en P. volubilis (59%) en comparacion con P. huayllabambana (46%).
Sin embargo, ambas especies son deficientes en los aminodcidos esenciales lisina y leucina.
La concentracion de 4cidos grasos saturados, monoinsaturados o poliinsaturados es similar en
las tortas y semillas de ambas especies; pero cabe destacar que el contenido de acido linoleico
(omega-6) es mayor en P. volubilis, mientras que el linolénico (omega-3) se encuentra en
mayor proporcion en P, huayllabambana.
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EFECTO IN VITRO DEL CROMO (VI) SOBRE UN
BIOMARCADOR TUMORAL p53 Y DANO AL ADN EN
HEPATOCITOS MURINOS

Pavel Delgado Sarmientol*, Corina Vera Gonzalesz, Carlos Arenas Chavez’

RESUMEN

El cromo es un metal pesado de uso multiple en las diferentes especialidades que abarca la
ciencia y tecnologia en el mundo. Sin embargo, ¢l cromo (VI) provoca dafios en el ser
humano por ingestion en dosis concentradas; produciendo anomalias en diferentes tipos de
células; lo cual ha sido reportado por el Organismo Panamericano de Salud y Organismo
Mundial de la Salud.
En el presente trabajo se plantea el estudio de los efectos del cromo (VI) in vitro en
hepatocitos murinos, los cuales fueron cultivados en diferentes concentraciones (10, 20,50y
100 uM) de cromo (V1) y se evalud el efecto sobre la viabilidad celular, DNAy la formacién o
expresion de la proteina p53. Los resultados de la investigacion confirman  que los
hepatocitos tratados con el cromo (VI), inducen una disminucion de la viabilidad celular en
una relacion: tiempo y dosis dependiente y en cuanto al estudio de la proteina p53 se observd
que a partir de la concentracion de 20 uM de cromo (VI), se inici6 la expresion de la proteina
p53 incrementandose ésta a mayores concentraciones.
Se concluye, que el efecto citotoxico del cromo (VI) sobre los hepatocitos, implica el
incremento de la expresion de la proteina p53 e induccion de muerte celular por apoptosis.
Por otro lado, los resultados muestran que el cromo (VI) promueve la fragmentacion del
DNA, siendo ésta, dependiente de la concentracion.

Palabras clave: Cromo, hepatocitos, viabilidad celular, proteina p53, DNA.

IN VITRO EFFECT IN MURINE HEPATOCYTES OF CHROMIUM
(VD) ON A p53 TUMOR BIOMARKER AND DNA DAMAGE

ABSTRACT

Chromium is a heavy metal of multiple use in different areas of science and technology in the
world. Nevertheless by information of organizations like the Health Ministry, it has been
reported that chromium causes damage in the human being by ingestion in concentrated
doses; producing anomalies in different types of cells, which has been reported by the Pan
American Health Organization and World Health Organization.

This paper focuses on the study of the effects of chromium (VI) in murine hepatocytes, which
were cultured in vitro in different concentrations (10, 20, 50 and 100 uM) of chromium (VI)
and assessed its effects on cell viability, DN A and expression of pS3 protein.

Escuela de Ingenieria Quimica, Universidad Nacional de San Agustin,
Av. Venezuela s/n Arequipa. paveldsl@yahoo.com

Escuela de Quimica, Universidad Nacional de San Agustin, Av. Venezuela s/n Arequipa

Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnologicas, Universidad Catélica Santa
Maria, Urb. San José s/n Umacollo Arequipa.

Rev Soc Quim Perii. 79 (1) 2013



38 Pavel Delgado Sarmiento, Corina Vera Gonzales y Carlos Arenas Chavez

The results of in vitro research confirm that hepatocytes treated with the chromium (VI),
induces a decrease in cell viability in its form and dose-dependent and time for the study of
p53 protein was observed that as the concentration of 20 UM of chromium (VI) started p53
protein expression at higher concentrations this increase.
The conclusion is that the cytotoxic effect of chromium (VI) on hepatocytes, involves
increased expression of p53 and induction of apoptotic cell death.
Furthermore, the results show that chromium (VI) promotes DNA fragmentation, this being
dependent on the concentration.

Key words: Chrome, hepatocytes, cell viability, p53 protein, DNA

INTRODUCCION
Un aspecto importante a tener en cuenta cuando se aborda el estudio de la toxicologia del
cromo, son las especies quimicas que presenta y la doble relacion que a través de ellas ejerce
sobre la salud del individuo. El cromo (III), se comporta como un elemento esencial para la
vida, al intervenir en procesos bioquimicos y fisiologicos indispensables. Pero el cromo (VI),
se comporta como un elemento altamente toxico para la salud del individuo'”.
El cromo (VI) y sus compuestos, son sustancias que se han venido estudiando desde hace
aproximadamente 30 afios en varios paises, en relacion con sus efectos adversos en la salud del
individuo al entrar en contacto con ellos, especialmente en el medio ocupacional y también
por exposiciones de cardcter ambiental’.
La proteina p53 se la conoce como el guardian del genoma, debido a que es fundamental para
mantener su integridad, impidiendo la acumulaciéon de mutaciones originadas ya sea por
mecanismos propios en la célula como por la accion de agentes externos a ella y puede
activarse y desactivarse en distintos tejidos y fases de la enfermedad. La proteina se activa
como respuesta a determinadas sefiales, como las fragmentaciones del ADN. Esta activacion
implica una ralentizacion del ciclo celular para permitir a la célula reparar este dafo. En el
caso de que el dafio no sea reparado a tiempo, la activacion de p53 conduce a una muerte
celular programada (apoptosis). Esto hace que el gen que la codifica, llamado Tp53 en los
humanos, sea considerado un gen supresor de tumores, ya que su inactivacion puede facilitar
la progresion de muchos tipos de células tumorales.*".
Conel fin de estudiar con mayor amplitud los efectos de las diferentes concentraciones del
cromo (VI) en células hepaticas de murinos, se plante6 el siguiente trabajo de investigacion a
nivel celular y molecular, para conocer el efecto sobre la viabilidad celular, el DNA y la
activacion de la proteina p53. Los resultados de la investigacion permitiran ser proyectadas a
células humanas, y desarrollar medios de prevencion.

PARTE EXPERIMENTAL

Aislamiento de hepatocitos

Los hepatocitos fueron extraidos del higado de ratas blancas (Rattus norvegicus) de la
variedad Wistar, de tres meses de edad, a las que se les proporciond agua y alimento ad libitum.
Elaislamiento de los hepatocitos se realiz6 segtin Yu-I ez al.” Se aislo 5 x 10° células, las cuales
fueron cultivadas en medio Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI)-1640 y
sembradas en diferentes pocillos para los tratamientos respectivos.

Tratamiento de hepatocitos para el estudio del efecto de la concentracion y tiempo
Para esta evaluacion fueron sembrados 1 x 10° hepatocitos por cada pocillo en medio RPMI-

Rev Soc Quim Peri. 79 (1) 2013



Efecto in vitro de cromo (VI) sobre un biomarcador tumoral p53 y daiio al ADN en hepatocitos murinos 39

1640 y tratados con diferentes concentraciones (5, 10,20 y 50 uM) de cromo (VI) y NaCl
0,9% (control) durante 24 horas. Por otro lado se evalu¢ diferentes tiempos de incubacion (1,
3,6, 12y 24 horas) con una concentracion de cromo VI (10 uM) y NaCl 0,9% (control).

Determinacion de la viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular se hizo recuentos en una camara de Neubauer utilizando
la técnica de exclusion con Azul de Tripan (0,04%)". En un tubo eppendorf se agregd 85 ul de
NaClal 0,9%, 5 ul de Azul de Tripany 10 pl de la suspension de hepatocitos de los diferentes
tratamientos. Se considero las células coloreadas de azul como células muertas y las no
coloreadas como células vivas; se realizo tres repeticiones por cada ensayo.

Extraccion del ADN

Las células fueron lisadas en 0,4 mL de buffer de lisis e incubadas a 37C durante 12 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacion se agregé a cada una de las muestras un volumen igual
de la mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). Se mezcld bien por inversion
durante 10 segundos. Se centrifugo las muestras por 5 minutos a 13,500 rpm.

Se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf'y se precipité el ADN adicionando 2
volumenes de etanol absoluto frio. Luego se recuperd el ADN por centrifugacion a 13,500
rpm durante 1 minuto. Se enjuagd el pellet con etanol a 70%, luego se decant6 el etanol y se
seco el pellet a medio ambiente. Se resuspendi6 el ADN en buffer Tris/EDTA(TE) (ImL/mg
de tejido); para facilitar la solubilidad se incubd con agitacion a 65 C. Luego se guardo el ADN
a-20C.

Cuantificacién y determinacion de la pureza del ADN

Se prepar6 una dilucion 1:200 del ADN en buffer TE obtenido y se realizo lecturas por
espectrofotometria a 260 y 280 nm. El cociente de la absorbancia a 260 y 280 nm debe ser
mayor a 1,8; si el cociente es menor a esta cantidad nos estaria indicando que el ADN esta
contaminado con proteinas. Se determiné la concentracién de ADN teniendo en cuenta que:
Abs,, 1=50 ug/ml de ADN de doble cadena.

Electroforesis del ADN

Se preparo el gel de agarosa al 1,8%. Una vez preparado el gel se colocd en la camara de
electroforesis y se cubri6 con el buffer Tris/Borate/EDTA (TBE) 0,5X. Las muestras de ADN
se mezclaron con el loading buffer 6X y se cargd 10ug de ADN por cada pozo del gel. Se cargd

también SuL del marcador de peso molecular. La corrida electroforética se realizé a 130 V
durante 50 min; terminada la electroforesis, se visualizaron las bandas de ADN iluminando
el gel conuna lampara de luz ultravioleta y se tomo fotos al gel para su analisis.

Identificacion de p53

Electroforesis de proteinas

Se prepar6 un gel poliacrilamida al 10%". Se coloco 10 ug de proteinas totales” obtenidas
(para cada una de las muestras) en los pozos del gel. La corrida electroforética se realiz6 a
150V durante 1 hora.

Western Blot

Se prepar¢ el sistema utilizando el casette de transferencia. Se ensamblé los componentes en
el siguiente orden: sobre larejilla roja del casette se coloco la esponja/ papel filtro/ membrana
/ gel/papel filtro / esponja/ rejillanegra.

Se transfirio las proteinas a 350 mA durante 3 horas. Todo el proceso de transferencia se
realizé entre 15-20°C.
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Inmunodeteccion

Una vez terminada la transferencia se colocé la membrana en la soluciéon de bloqueo
(albtimina 3% o leche en polvo descremada 5% en Buffer Fosfato Salino —Tween (PBS-T)) y
se incubd a temperatura ambiente durante todalanoche en refrigeracion.

Luego se adiciono el primer anticuerpo (anti-p53 de raton) diluido 1:1000 y se incubd la
membrana con el anticuerpo durante toda la noche en refrigeracion. Seguidamente se lavo la
membrana con Buffer fosfato salino y se adiciond el segundo anticuerpo (anti-mouse IgG-
HRP) diluido 1:5000 y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion suave.
Finalmente, las membranas fueron reveladas por el método Quimio-luminiscencia
Intensificada. (ECL).

Cuantificacion de éxido nitrico (NO)

Se evaluo la concentracion de nitritos en cada uno de los sistemas como un indicador de la
produccion de 6xido nitrico por los hepatocitos. Se midi6 500 uL de sobrenadante y se mezclo
con 500 pL del reactivo de Griess; dejandolo en reposo durante cinco minutos, luego las
muestras fueron leidas en un espectrofotometro a 540 nm; se utilizo el NaNO, como estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la concentracion de cromo (VI) sobre la viabilidad celular de hepatocitos
murinos

Se cultivd hepatocitos en medio RPMI-1640 en presencia de NaCl 0,9% (control) con
concentraciones variables de cromo (5, 10, 20 y 50 uM) y se evalu6 en un tiempo de 24 horas
empleando el método Azul de Tripan. La tabla 1 muestra las repeticiones de los porcentajes de
viabilidad celular en los diferentes sistemas.

De la tabla 1 se tiene que en el lapso de 24 horas la viabilidad en el cromo (VI) a la
concentracion de 5y 10uM promueve una disminucion significativa con respecto al control;
pero el cromo (VI) a 20 uM promueve una disminucion mas significativa de la viabilidad
celular con respecto al control.

El cromo (V1) a 50 uM produce menor viabilidad celular con respecto a los controles de todos
los sistemas de estudio, lo que significa que la viabilidad celular disminuia a medida que se
incrementaba la concentracion de cromo (VI); se hizo en tres muestras iguales y paralelas
teniendo de base un control.

En la figura 1, se observa una disminucion de la viabilidad celular de hepatocitos conforme
aumenta la concentracion de cromo; es decir, que existe una relacion inversa entre ambas
variables.

Tabla 1. Viabilidad de hepatocitos frente a la exposicion de concentraciones de cromo.

Tratamiento 1 2 3 Media DS Significancia
Control 90 92 90 90,67 10,94 SS
5uM 89 88 86 87,67 +1,24 SS
10 uM 87 85 84 85,33 +1,24 SS
20 uM 66 67 69 67,33 +1,69 SS
50 uM 51 48 47 48,67 +1,69 SS
ANOVA P<0,05

*  Prueba de Tukey
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Figura 1. Curva dosis dependiente de la viabilidad celular de hepatocitos frente al cromo

Efecto del tiempo de incubacion con cromo (VI) sobre la viabilidad celular de
hepatocitos murinos
Se cultivo hepatocitos en medio RPMI-1640 en presencia de NaCl 0,9% (control) a una
concentracion de cromo (VI) 10 uM y se evalud el porcentaje de viabilidad empleando el
método de Azul de Tripan en tiempos de 1, 3,6, 12,24 horas.
Como se observa en la tabla 2, la viabilidad celular en diferentes lapsos de tiempo peroa igual
concentracion de cromo, a una hora, no presenta mucha diferencia con respecto al control; de
igual manera a 3 y 6 horas de tiempo transcurrido. Al cabo de 12 horas la disminucion en la
viabilidad celular se hacia mas significativa, y finalmente, al transcurso de 24 horas, la
disminucion de la viabilidad celular era mas significativa de todos los sistemas de estudio.

Tabla 2. Respuesta tiempo dependiente de la viabilidad celular de hepatocitos frente al

cromo 10 M
Tiempo Tratamiento Media DS* T-Student Significancia
A BT
R T
O S8
O B0
12 hrs(5) é?aﬁzg gg:g ;)gg -14,00 ss
S R R
48 hrs(7) ]13(1)352/(1) ;éf)(s) 3::(1):(5)3 -16,63 SS

* Desviacion Estandar de cada uno de los tratamientos
** NS, no existe diferencias estadisticas significativas;
SS, si existe diferencias estadisticas significativas
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En la figura 2, se observa una disminucién de la viabilidad de los hepatocitos conforme
aumenta el tiempo de incubacion, guardando una relacion inversa entre ambas variables.

100 |
90 |
80
70 1
60
50 1
40 1
30
20 1
10

—&— Serie2
Serie3

Viabilidad de hepatocitos (%)

Tiempo (horas)

Figura 2. Curva tiempo dependiente de la viabilidad celular de
hepatocitos frente al cromo.

Influencia del cromo (VI) sobre la fragmentacion del ADN

Los hepatocitos en un niimero de 5 x 10° fueron incubados en presencia de NaCl 0,9 %
(control) y a concentraciones variables (10,20, 50 y 100 uM) de cromo (VI) por 24 horas.

El ADN aislado de los hepatocitos murinos de los diferentes sistemas fueron electro-
separados en un gel de agarosa al 1,5%; los resultados en la figura 3 muestran que el NaCl
0,9% (control) no indujo la fragmentacion del ADN, mientras que el tratamiento de células
con cromo (VI) si indujo la fragmentacion, como lo muestra el patron en escalera (ladder
pattern) de los fragmentos de ADN multiplos de 180 pares de bases; los cuales son producto
del clivaje internucleosomal propio del proceso apoptatico.

Las bandas del patron en escalera del ADN se intensifican conforme aumenta la concentracion
de cromo (VI), como se puede observar en la linea que corresponde a 100 pM en donde la
intensidad y nimero de los fragmentos es mayor con relacion al control y los demas sistemas.
Estos resultados sugieren que el cromo (V1) induce a la fragmentacion del ADN en una manera
dependiente de la concentracion.
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Figura 3. Gel de electroforesis del efecto del cromo (VI) sobre la fragmentacion del ADN:
Control (1); 10 uM (2); 20 uM (3); 50 uM(4): 100 uM(5); Marcador de peso
molecular(6) cuyos valores van de alto a bajo rango en kilo bases (Kb).

Estudio de la expresion de p53

Fueron cultivados 5 x 10° células hepaticas en medio RPMI-1640 a concentraciones de 10,
20,50y 100 uM de cromo (VI); se realizo una extraccion de proteinas totales y luego se separd
en geles al 10% de poliacrilamida SDS-PAGE. Las proteinas separadas fueron transferidas a
membranas de difluoruro de polivinilo (PVDF), a la que se le agrego el anticuerpo contra la
proteina p53 (anti-p53),y finalmente, se procedi6 al revelado quimio-luminiscente.

En la figura 4 se observa la expresion de la proteina p53; donde aparecen las bandas de
expresion correspondientes a las concentraciones 10,20, 50y 100 uM de cromo (VI) las que
se hacen mas intensas a medida que la concentracién aumenta, manteniéndose activas luego
de 12 horas de evaluacion.

Figura 4. Western Blotting para expresion de p53. Numeros iguales de hepatocitos fueron
incubados en medio RPMI-1640 a las concentraciones blanco 10, 20, 50, 100 uM de cromo (VI).
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Resultados de cuantificacion de 6xido nitrico en hepatocitos

Un ntimero de 5 x 10° hepatocitos fueron cultivados en medio RPMI-1640 a concentraciones
de 10,20, 50y 100 uM de cromo (VI) durante 12 horas; luego se centrifugd y se midi6 500 uLL
del sobrenadante y se mezcld con 500 uL del reactivo Greiss; observandose un cambio de

color que fue de incoloro a violeta; se le dejo reposar 15 minutos y se realizé lecturas en el
espectrofotometro; los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de 6xido nitrico en hepatocitos murinos.

Sistema 1 2 3 Media DS

Blanco 0,471 0,478 0,498 0,482 +0,011
20 1,154 1,158 1,161 1,157 40,002
50 75,732 76,112 77,212 76,352 +0,627

100 122,928 123,211 124,304 123,481 40,593

t-student P<0.05 : * t-student entre 20 UM y blanco
**t-student entre S0 UM y blanco
*** t-student entre 100 UM y blanco
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Figura 5. Curva dosis dependiente de cromo frente la concentracion
de 6xido nitrico (NO) in vitro.

En la figura 5 se observa un incremento de radicales libres de 6xido nitrico (NO) conforme
aumenta la concentracion de cromo.
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En la tabla 3 y figura 5 se muestra los valores de 6xido nitrico (NO) generados por los
macr6fago murinos, expuestos a diferentes concentraciones de cromo. Se puede apreciar que
la produccién de 6xido nitrico guarda una relacion directa con la concentracion de cromo;
obteniéndose la mayor produccion de 6xido nitrico (123,481 uM) para la concentracion de
100 uM de cromo

CONCLUSIONES

- El cromo (VI) disminuye la viabilidad celular de hepatocitos murinos expuestos a las
concentraciones desde 5 a 100 uM enuna manera dependiente de la concentracion.

- La proteina p53 se evidencid a partir de una concentracion de 20 pM de cromo (VI)
incrementandose esta expresion a mayor concentracion del metal.

- La fragmentacion del ADN de hepatocitos murinos in vitro se observo a partir de
concentraciones de 20 pM de cromo (VI).

- Elefecto del cromo (VI) en hepatocitos va acompaiado de una produccion de radicales
de 6xido nitrico.
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ESTUDIO NUTRICIONAL DE Plukenetia huayllabambana sp. nov
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RESUMEN
Se realizé el analisis de la composicion nutricional de semillas de Plukenetia huayllabambana
sp. nov, de dos accesiones de la Estacion Experimental Agraria El Porvenir del Instituto
Nacional de Innovacion Agraria (INIA) ubicadas en el valle de Huallabamba, provincia de
Rodriguez de Mendoza de la region Amazonas. Se realizaron contenido de humedad, cenizas,
proteinas, lipidos, carbohidratos, fibra, acidos grasos, magnesio, zinc, hierro, calcio segun
AOAC, y contenido de fitoesteroles segun Fierro ef al. Los resultados mostraron diferencia
significativa en el contenido de grasa, proteinas y humedad. El mayor contenido de grasa fue
48,8% vy humedad 7,84% en 02-A, mientras el mayor contenido de proteinas fue 21,13% en
01-A. Se encontré 44,06 mg/100 g de hierro, 38,78 mg/100 g de zinc y 149,53 mg/100 g de
calcio en 01-A siendo las de mayor contenido y sus diferencias significativas (p< 0,05).
Respecto al magnesio se encontraron 2492,00 mg/100 g en 02-A, mostrando diferencias
significativas (p< 0,05). En aceite 28,47% de acido linoleico y 9,8% de acido oleico presentd
01-A, mientras 54% de acido linolénico present6 02-A, siendo de mayor contenido (p<0,05).
Asimismo, se encontrd 208,48 mg/100 g de P -sitosterol en 01-A. Las semillas presentan alto
contenido de proteinas, aceite y acidos grasos poliinsaturados, de gran aporte nutricional.
Palabras clave: Aceite, acidos grasos, micronutrientes, proteinas.

NUTRITIONAL STUDY OF Plukenetia huayllabambana sp. nov

ABSTRACT
Analysis was performed nutritional composition of seed of Plukenetia huayllabambana sp.
nov., of two accessions from the Porvenir Agrarian Experimental Station of the National
Institute of Agrarian Innovation (INIA) in the valley of Huallabamba, Rodriguez de Mendoza,
province of Amazonas. There were moisture content, ash, protein, lipids, carbohydrates, fiber,
fatty acids, magnesium, zinc, iron, calcium as AOAC, and content of phytosterols as Fierro et
al. The results showed significant differences in fat content, protein and moisture. The higher
fat content was 48,8% and 7,84% moisture in 02-A, while the higher protein content was
21,13%in 01-A. Found 44,06 mg/100 g iron, 38,78 zinc and 149,53 mg/100 g calcium in 01-A
be significant differences and higher content (p< 0,05). Regarding 2492,00 mg/100 g
magnesium is found in 02-A showing significant differences (p<0,05). In 0il 28,47% linoleic
acid and 9,8% oleic acid showed 01-A, while 54% of linolenic acid showed 02-A being more
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content with significant differences(p< 0,05). Also found 208,48 mg/100 g of B-sitosterol in
01-A. The seeds have high protein and polyunsaturated fatty acid, great nutritional.
Key words: Oil, fatty acids, micronutrients proteins

INTRODUCCION
La revista Nordic Journal of Botany, hace referencia y describe una nueva especie en el Pera
que fue presentada y reportada a nivel mundial: Plukenetia huayllabambana sp. nov.
Pertenece al género pan tropical de lianas y enredaderas. Muestra caracteristicas similares a P
stipellata L. J. Gillespie y P. volubilis L', presentando esta tltima especie en su composicion
numerosos nutrientes, principalmente proteinas, aminoacidos, vitamina E, fitoesteroles,
acidos grasos esenciales omega 3, 6 y 9, estas ultimas en cantidades elevadas siendo de
importancia nutricional y terapéutica su consumo para el control de radicales libres y una serie
de enfermedades cronicas’.
Las investigaciones de los beneficios saludables de Plukenetia volubilis L., realizadas por
Gorriti et al, concluyeron que no existe toxicidad alguna en ratas a las que se les administro
por 60 dias el aceite (0,5 mL/kg) y los estudios bioquimicos mostraron que disminuyeron los
niveles de colesterol, triglicéridos e incrementaron el colesterol HDL con respecto al grupo
control’. Por otro lado, Huaman et al, investigaron los efectos del consumo de Plukenetia
volubilis L o “sacha inchi”, donde concluyeron que reduce los niveles de triglicéridos,
colesterol total, colesterol LDL y aumenta los niveles de colesterol HDL en adultos jovenes de
18 a 25 afios’. Asimismo, Garmendia et al, determinaron que la ingesta del aceite produjo
disminucion en los valores promedio del CT, y AGNE con elevacion del c-HDL en ambos
grupos que consumieron 5y 10 mL diarios de una suspension conteniendo 2g/5mL de aceite
de sacha inchi por cuatro meses en pacientes con hiperlipoproteinemia’.
Actualmente se comercializan como si fueran la misma especie, existiendo diferencias
organolépticas y morfoldgicas entre ambas especies como se aprecia en las semillas de las
figuras 1y 2.
El presente estudio determind el aporte nutricional que tiene Plukenetia huayllabambana sp.
nov., realizando la composicién proximal, contenido de minerales, acidos grasos y
fitoesteroles.

Figural. Semilla de Plukenetia Figura2. Semilla de Plukenetia
Huayllabambana sp. nov. volubilis L.
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PARTE EXPERIMENTAL
En la colecta de la semilla se tuvo en consideracion las caracteristicas de produccion
reportadas sobre su adaptacion a pisos agroecologicos de 1 300 —2 200 m.s.n.m. Se realizo el
muestreo en dos accesiones de la Estacion Experimental Agraria “El Porvenir” del Instituto
Nacional de Innovacion Agraria (INIA), en la provincia de Rodriguez de Mendoza de la
regién Amazonas, especificamente en el valle de Huayllabamba. La colectase llevo acabo en
2 campos de cultivo con pendientes mayores al 15%, segiin se describe en la tabla 1,
procediéndose luego a su acondicionamiento para su traslado a Lima.
Analisis estadistico
Elanélisis estadistico se realizo con el paquete estadistico Statgraphics Centurion”, aplicando
un analisis de varianza (ANOVA); y en los casos donde existio diferencias significativas (con
un nivel de significancia del 95%) para cada una las muestras evaluadas en cada analisis, se
procedi6 a realizar un test de comparacion miltiple aplicando la prueba de Duncan (p<0,05)°.

Tabla 1. Zonas de coleccion de semillas de Plukenetia huayllabambana sp. nov.

Colecta 01-A

Accesion Huayllabamba

Lugar Rodriguez de Mendoza
Provincia Rodriguez de Mendoza
Departamento Amazonas

Donante Sr. Alfonso Saldafia Pelaez
Fundo El Mirador cerca al Cielo

Fecha de cosecha
Estado de plantacion

30/04/11 y 05/05/11
Un afio y medio

Tipo de tutor Vivo
Datos GPS 18 225578
9293058
1708
Cantidad adquirida 25 kg
Colecta 02-A
Accesion Huayllabamba
Lugar Sector Omia - Rodriguez de Mendoza
Provincia Rodriguez de Mendoza
Departamento Amazonas
Donante Sr. Maurilio Loja Pizarro
Fundo Limoén Loma
Fecha de cosecha 29/04/2011
Estado de plantacion Dos afios
Tipo de tutor Espalderas con alambre
Datos GPS 18 234294
9285958
1460
Cantidad adquirida 25 kg
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Preparacion de la muestra

La extraccion del aceite de las semillas se llevo a cabo por el prensado en frio. Las presiones a
las que se sometid la extraccion fueron de 300 a 700 psi, por espacio de 5 minutos, a
temperatura ambiente. Las extracciones se llevaron a cabo con muestras de 90 g. Las muestras
fueron colocadas en cilindro extractor de acero inoxidable, sometiéndose lentamente hasta
llegar a las presiones establecidas, manteniendo la palanca de activacion a presion constante
por espacio de 5 minutos. Después de la extraccion de las almendras prensadas fueron
deshidratadas a temperaturas de 45 °C por dos horas. Posteriormente las semillas fueron
pulverizadas por un maxi chopper (picadora); el pulverizado de la torta obtenida fue pasado
porun tamiz de 600 pum.

Determinacion de humedad

Se determind exactamente en una masa de 5 g de la muestra, con aproximacion de 0,1 mg, en
placa petri previamente secada y tarada, se llevo a la estufa a 105 °C, hasta peso constante,
segtin el método de laAOAC N°935.29 o mét. 27.3.06 - 16th Ed’.

Determinacion de proteinas

Se determinaron a través del método macro Kjeldahl, con sulfato de sodio, sulfato de cobre
pentahidratado y selenio en relacion 10:1:0,1, como mezcla catalizadora para la digestion,
usando el Método AOAC 991.200mét.33.2.11-16thEd’.

Determinacion de grasa cruda

Se efectud siguiendo el método del Soxhlet, con éter de petroleo como solvente extractor,
siguiendo el Método AOAC 920.39". Se peso6 10,000g + 0,001 de muestra molida y seca y se
coloco en el cartucho de extraccion en el sifon. Se calentd a través de manta calefactora
durante 4 h., luego retird y se evapord gran parte del disolvente. Se dejo enfriar en el
desecador y, una vez alcanzada la temperatura ambiente se determind el peso.

Determinacion de fibra cruda

Se determiné la fibra cruda segan AOAC 962.09/90". Se extrajo la grasa de la muestra con éter
de petroleo hasta que el solvente quede incoloro. Luego se secd la muestra, la que fue
transferida a un vaso de 600 mL. Se afiadieron 200 mL de soluciéon de acido sulfurico caliente
y se hirvié durante treinta minutos. Fue filtrado en caliente, utilizando el papel filtro y lavado
el residuo con agua caliente destilada, hasta neutralidad del liquido lavado. Luego se
transfirié el residuo a otro vaso de 600 mLy se afiadio 200 mL de la solucion de hidroxido de
sodio al 1,25%. Se hirvio durante treinta minutos, se filtr6 en caliente y luego lavado hasta pH
neutro. Inmediatamente fue lavado con por lo menos dos porciones de 100 mL de alcohol
etilico de 96% y secado en estufa a 130 °C. Se dejo enfriar en desecador y se midio la masa
constante.

Determinacion de ceniza

Se ejecutd segin AOAC N° 968.08-16th Ed’. Se calcin6 en crisoles a 600 °C, durante 15
minutos, se enfrid en un desecador y se determiné la masa. Una masa de 1 g de la muestra
molida, seca y libre de grasa, fue calcinado en una mufla a una temperatura 550 °C, hasta
obtener cenizas blancas, libres de carbono, por 2 horas, aproximadamente, hasta masa
constante. Se enfri6 en un desecador hasta temperatura ambiente y se peso. La diferencia de
masa obtenida indic6 el contenido de ceniza de la muestra.

Determinacion de minerales
La suspension de las cenizas para la determinacion de minerales se hizo con acido nitrico 6N 'y
3N. Se transfirio a matraces volumétricos de 100 mL, llevados a volumen con agua
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bidestilada. Se utiliz6 un espectrofotometro de absorcion atomica Carl Zeiss con lamparas de
catodo hueco de cobre, zinc, calcio y hierro, segin el método AOAC 965.09’.

Determinacion de acidos grasos

Los acidos grasos del aceite han sido analizados por cromatografia de gases (GC) utilizando
como referencia el método propuesto por la AOAC’ para la preparacion e identificacion de
ésteres metilicos (FAMEs) de acidos grasos. Se peso 25 mg de aceite en un tubo de base plana
con tapa rosca. Inmediatamente se adiciond6 5 mL de NaOH 0,5 N en metanol grado GC con
adicion constante de N,, la mezcla fue puesta a 100 °C por 5 min. Luego se colocé en frio y se
adicion6 2 mL de trifluoruro de boro (BF,) en metanol, en presencia de N,. La mezcla fue
llevada a 100 °C por 30 min. Luego se disminuy0 la temperatura entre 30 a 40 °C y se afiadio 1
mL de isooctano en presencia de N,, vorteamos vigorosamente por 30 segundos. Después de
afladir 5 mL de NaCl saturado, en presencia de N,, fue agitado vigorosamente y se dejé en
reposo para separar las fases, seguidamente fue transferido el sobrenadante a un tubo cénico
en presencia de N, repitiendo tres veces la extraccion. Los sobrenadantes fueron juntados y
evaporados hasta aproximadamente 1 mL, se filtrd y coloco en viales del automuestreador.
Para la cuantificacion de los acidos grasos se utilizo un equipo de cromatografia de gases
Agilent modelo AT-6850. Equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) y una
columna capilar de Supelco SP™-2380 de silice fundida de 30 m de longitud, 0,25 mm de
diametro interno un espesor de fase de 0,2 pm, con inyector programable split—splitless
(PSSI).

Las condiciones del analisis fueron a una temperatura de inyeccion 250 °C, temperatura del
detector 275 °C. La programacion del horno: temperatura de inicio 50 °C,rampa 4 °C/min
hasta 250 °C, manteniéndose por 15 minutos. Se utilizé gas de arrastre helio de 99,99 % de
pureza, a una velocidad 1 mL/min, con un sistema de inyeccion modo Split, a una proporcion
1:20.

Determinacion del contenido de esteroles

Se realiz6 por cromatografia de alta performance HPLC segun Fierro et al’. El tratamiento de
muestra se ejecutd seglin Consejo Oleico Internacional. COI/T.20/Doc. N°30. Se pes6 5 g de
muestra seca, luego seafiadio 50 mL de solucion etandlica de hidroxido potasico 2 Ny algo de
piedra pomez, se llevo a reflujo a ebullicién suave hasta que tenga lugar la saponificacion.
Luego de 30 min de ebullicion se adicioné 50 mL de agua destilada. Se afadio
aproximadamente 80 mL de éter etilico en una pera de decantacion, realizando tres
extracciones. Se combiné las tres extracciones de éter en una pera de decantacion que
contenga 50 mL de agua. Se procedid a lavar con agua hasta pH neutro, luego se filtré con
sulfato sodico anhidro. Inmediatamente se concentrd en rotavapor a 30 °C al vacio. De alli
fue reconstituido en 2 mL de metanol HPLC y filtrado usando Acrodisk” de jeringa y colocado
en viales de cromatografia para su analisis por HPLC en el equipo HPLC Merck-Hitachi
Lachrom 7000, usando columna RP Symmetry C18, tamafio de particula 5,0 pm; de longitud
4,6 mm x 250 mm, usando una fase mévil ACN:METOH (65:35) con flujo 1,2 mL/min y
longitud de onda de 215 nm en sistema isocratico.

RESULTADOS Y DISCUSION
Composicion de macronutrientes en semillas de los ecotipos de Plukenetia
huallabambana sp. nov.
Los métodos de secado son los mas comunes para valorar el contenido de humedad en los
alimentos; aunque estos métodos dan buenos resultados que pueden interpretarse sobre bases
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de comparacion, es preciso tener presente que a) algunas veces es dificil eliminar por secado
toda la humedad presente; b) a cierta temperatura el alimento es susceptible de
descomponerse, con lo que se volatilizan otras sustancias ademas de agua (Kirk ez al., 1996)’.
Con respecto a los resultados, las semillas en la tabla 2 presentan mayor humedad en 02-A
(7,84%) superior a los valores obtenidos en P. volubilis L.(3,3%)".

Las cenizas normalmente, no son las mismas sustancias inorganicas presentes en el alimento
original, debido a las perdidas por volatilizacion o a las interacciones quimicas entre los
constituyentes. Las cenizas de los alimentos deberan estar comprendidas entre ciertos valores,
lo cual facilitara en parte su identificacion (Kirk et al., 1996)°. En cuanto a cenizas 01-A
(2,36%), presenta mayor contenido pero inferior a los reportados en P. volubilis L (4%).

En grasas se hall6 hasta 48,84% en la 02-A, superior al contenido a P. volubilis L (42%)". En
cuanto a proteinas se halld 21,13% en 01-A mientras Sathe ef al, en P. volubilis L encontraron
25% en semilla desengrasada’.

Tabla 2. Contenido de macronutrientes en semillas de Plukenetia huallabambana sp. nov.

Analisis 01-A% 02-A%
prom 45,87 48,84
grasa d.s. 0,10 0,84
C.V. 0,22 1,72
Duncan a b
prom 21,13 20,33
proteinas d.s. 0,05 0,02
C.V. 0,23 0,10
Duncan b a
prom 4,82 7,84
humedad d.s. 0,09 0,10
c.V. 1,91 1,26
Duncan a b
prom 2,36 2,30
cenizas d.s. 0,05 0,01
c.V. 2,10 0,61
Duncan a a
prom 2,62 2,63
fibra d.s. 0,05 0,04
c.V. 2,10 1,43
Duncan a a
ELN
carbohidratos prom 25,84 20,7

Valores promedio obtenido por analisis triplicado. Test de comparacion
multiple, aplicando la prueba de Duncan (p<0,05). Letras diferentes
indican que son muestras estadisticamente diferentes.
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Contenido de hierro, calcio, zinc y magnesio

Los minerales que se encuentran en los alimentos en algunos casos estos elementos son
naturales en los alimentos mientras que en otros casos son producto de la contaminacion. En
la semilla de P. volubilis L se hallé 32,1 mg/100 de magnesio, 240,6 mg/100 de calcio, 10,3
mg/100 de hierro y 4,9 mg/100 de zinc"’. Segiin la tabla 3 se debe destacar el gran aporte de P,
huayllabambana sp. nov. en hierro (44,06 mg/100 g), zinc (38,78 mg/100 g) en 01-A y
magnesio (2492mg/100 g) en 02-A.

Tabla 3. Contenido de fierro, zinc, calcio y magnesio en semillas de Plukenetia
huallabambana sp. nov.

Analisis de 01-A 02-A
minerales mg/100g  mg/100g

prom 44,06 39,55
Hierro d.s. 0,01 0,21

c.V. 0,03 0,52

Duncan a b

prom 38,78 33,74
Zine d.s. 0,25 0,06

C.V. 0,64 0,17

Duncan b a

prom 149,53 116,48
Calcio d.s. 3,27 0,14

c.V. 2,18 0,12

Duncan a b

prom 2446,09 249200
Magnesio d.s. 6,42 5,66

c.V. 2,63 0,23

Duncan a a

Valores promedio obtenido por analisis triplicado. Test de comparacion
multiple, aplicando la prueba de Duncan (p<0,05). Letras diferentes
indican que son muestras estadisticamente diferentes.

Contenido de acidos grasos

En la tabla 4, existe diferencia significativa en el contenido de los acidos palmitico,
oleico(9,8%) y linoleico (28,47%) entre las dos accesiones estudiadas, encontrandose mayor
contenido en el 01-A, siendo el acido graso mas abundante el linolénico (54%) presente en
mayor concentraciéonen el 02-A.

Segun la Norma Técnica Peruana (NTP 151.400:2009) para el aceite extraido de la semilla de
sacha inchi del género Plukenetia, el perfil de acidos grasos del aceite de Plukenetia volubilis
L., debe contener 8,9% de acido graso oleico, 32,1% de acido graso linoleico y 44,7% de acido
graso linolénico"”.
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Tabla 4. Contenido de 4cidos grasos en el aceite de la semilla de Plukenetia
huallabambana sp. nov.

Perfil de acidos grasos 01-A 02-A
prom d.s. c.v. Duncan* prom d.s. c.v. Duncan*
Palmitico C16:0 5,36 0,007 0,13 b 5,16 0,007 0,14 a
Palmitoleico Cl6:1 0,05 0,000 0,00 a 0,05 0,000 0,00 a
Heptadecanoico C17:0 0,07 0,000 0,00 a 0,07 0,000 0,00 a
Estearico C18:0 2,41 0,007 0,29 b 2,17 0,000 0,00 a
Oleico C18:1 9,80 0,000 0,00 b 9,33 0,007 0,08 a
Linoleico C18:2 28,47 0,014 0,05 b 28,09 0,007 0,03 a
Linolénico C18:3 52,67 0,042 0,08 a 54,00 0,000 0,00 b
Araquidico C20:0 0,10 0,000 0,00 b 0,09 0,000 0,00 a
Eicosenoico C20:1 0,27 0,000 0,00 a 0,27 0,000 0,00 a
AG saturado 7,93 0,014 0,18 b 7,49 0,007 0,09 a
Monoinsaturado 10,12 0,000 0,00 b 9,65 0,007 0,07 a
Poliinsaturado 81,14 0,057 0,07 a 82,09 0,007 0,01 b
No identificados 0,81 0,042 5,24 a 0,79 0,007 0,90 a

*Test de comparacion multiple, aplicando la prueba de Duncan (p<0,05). Letras iguales indican que
son muestras estadisticamente similares, mientras que letras diferentes indican que son muestras
estadisticamente diferentes.

Contenido de fitoesteroles

En la tabla 5, existen diferencias significativas en el contenido de estigmasterol y B-sitosterol,
destacando el contenido de B —sitosterol (237,49 mg/100 g) en el 02-A.

El aceite de sacha inchi contiene 247,2 mg/100 g de esteroles vegetales, siendo los
componentes mayoritarios: sitosterol, estigmasterol y el campesterol * (figura 3).

Tabla 5. Contenido de stigmasterol y f-sitosterol de las muestras de Plukenetia
huallabambana sp nov.

stigmasterol (mg/100 g)  B-sitosterol (mg/100 g)

Muestra  prom ds. Duncan prom ds. Duncan
01-A 188,40 4,97 a 208,48 0,21 c
02-A 20540 3,59 b 237,49 0,11 d

*Test de comparacion multiple, aplicando la prueba de Duncan (p<0,05).
Letras iguales indican que son muestras estadisticamente similares, mientras
que letras diferentes indican que son muestras estadisticamente diferentes.
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Figura 3. Cromatograma del contenido de stigmasterol y B-sitosterol en semilla de
Plukenetia huallabambana sp. nov.

CONCLUSIONES

Plukenetia huayllabambana sp. nov. presenta alto contenido de aceite superior a Plukenetia
volubilis L, con elevadas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados, constituidos
principalmente por acidos linolénico y linoleico considerados como acidos grasos esenciales,
y en menor contenido acido oleico, siendo el 4cido linolénico de mayor contenido en el aceite
de P. huayllabambana sp. nov. que en el aceite de P. volubilis L.

Las semillas de P. huayllabambana sp. nov. presentan un gran aporte de minerales como
hierro, calcio, zinc y magnesio. Ademas, contiene un alto contenido proteico y de
fitoesteroles, sobre todo de B-sitosterol. Es una especie con gran aporte nutricional para la
alimentacion mundial.
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DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE ALCACHOFA
(Cynara scolymus L.)

Martin Cruzadol, Ana Pastorl, Nino Castro' y Juan Carlos Cedron”

RESUMEN

Como parte de un proyecto con la empresa Danper Pert, se evaluo el contenido de compuestos
fenolicos y la actividad antioxidante de diversos extractos de alcachofa (Cynara scolymus L.),
cultivada en el norte del Peru (provincia de La Libertad). El contenido de compuestos
fendlicos expresados como mg de acido galico varia entre 93 y 117 mg por gramo de muestra,
dependiendo del tipo de extracto analizado y de la forma de ser procesado. La actividad
antioxidante de un gramo de la muestra con mayor contenido de compuestos fenolicos es
comparable ala actividad de 47 mg de 4cido gélico.

Palabras clave: Actividad antioxidante, fenoles totales, extracto de alcachofa,
acido galico.

DETERMINATION OF PHENOLIC COMPOUNDS AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ARTICHOKE EXTRACTS
(Cynara scolymus L.)

ABSTRACT
As a part of a project with Danper Peru, the content of phenolic compounds and the
antioxidant activity of several artichoke (Cynara scolymus L.) extracts have been evaluated.
The total content of phenolic compounds, expressed as mg of gallic acid was between 93 and
117 mg per gram of extract, depending on the sample and processing. The antioxidant activity
of one gram of the sample with the highest amount of phenolic compounds was comparable to
the activity of 47 mg of gallic acid.
Keywords: Antioxidant activity, total phenols, artichoke extract, gallic acid.

INTRODUCCION

La alcachofa es una planta perteneciente al género Cynara, de reconocido uso alimenticio a lo
largo de la historia, que se cultiva en paises con climas templados, tales como Italia, Espaiia,
Egipto y Marruecos.' La alcachofa contiene numerosos compuestos quimicos de reconocida
actividad farmacologica, tales como hepatoprotectora, colerética, diurética, antioxidante,
entre otras.”’ Este hecho, acompafiado de su alto valor alimenticio, ha permitido que esta
planta sea una de las méas consumidas en su género’. La especie Cynara scolymus L. se cultiva
en diferentes zonas de la costa y sierra del Peru, y se ha convertido en los tltimos afios en un
producto de exportacion de bandera de nuestro pais.

Del proceso industrial de la elaboracion de corazones de alcachofa se obtienen diversas
soluciones residuales, a partir de las cuales se preparan ingredientes para la industria
alimentaria y farmacéutica’. Debido al creciente interés por los productos naturales

' Pontificia Universidad Catdlica del Pert. Seccion Quimica. Av. Universitaria 1801, Lima 32 - Pert1.

* Universidad de Ingenieria & Tecnologia (UTEC). Av. Cascanueces 2281 Santa Anita, Lima 43 - Peru.
jeedron@utec.edu.pe, mail@jccedron.com
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antioxidantes, que logran evita efectos dafiinos de los radicales libres en nuestro organismo’,
nace el interés de determinar la actividad antioxidante en el extracto de alcachofa.’

Se considera este trabajo como el primer estudio que evalta la actividad antioxidante y el
contenido de compuestos fendlicos de la alcachofa realizado en Pert. La literatura
internacional reporta este tipo de estudios en otras especies de alcachofas.’

PARTE EXPERIMENTAL

Determinacion de compuestos fendlicos totales en el extracto de alcachofa

La determinacion de fenoles se realizo mediante la técnica de Folin-Ciocalteau, la cual se
basa en la propiedad de los fenoles de reaccionar frente a agentes oxidantes. Este reactivo
contiene molibdato y tungstato sodico que al reaccionar con los compuestos fendlicos
presentes, forman complejos fosfomolibdico - fosfotingstico. En medio basico la
transferencia de electrones reduce estos complejos a 6xidos de tungsteno (W,0,,) y molibdeno
(Mo,0,,), cromdgenos de color azul intenso que son proporcionales a la cantidad de grupos
fenolicos presentes enla molécula de interés.™”"

Lalectura de la absorbancia del complejo se realizé a 760 nm en un espectrémetro ultravioleta
- visible. Se realiz6 una curva de calibracion con acido galico (patréon). Los resultados fueron
expresados en mg de 4cido gélico equivalentes por gramo de extracto de alcachofa."

Materiales y reactivos

Solucioén patron: acido galico 0,1 g/L
Solucién de carbonato de sodio al 20% (w/v).
Reactivo Folin-Ciocalteau 1N.

Preparaciéon de muestras

* La solucion acuosa obtenida de la coccidon a 70 °C de corazones de alcachofa fue
liofilizada. El extracto liofilizado se denomino M1.

* La solucion acuosa obtenida de la coccion a 70 °C de hojas picadas y licuadas de
alcachofa fue liofilizada. Elextracto liofilizado se denomind M2.

*  Lasolucion acuosa obtenida de la coccion a 70 °C de corazones de alcachofa fue filtrada
(filtro 5 pm), para después ser liofilizada. El extracto liofilizado se denominé M3.

* La solucion acuosa obtenida de la coccion a 70 °C de hojas picadas y licuadas de
alcachofa fue filtrada (filtro 5 pm), para después ser liofilizada. El extracto liofilizado se
denomin6 M4.

Preparacion de curva de calibracién

A partir de la solucion patron de acido galico de 0,1 g/L, se procedio a realizar una serie de
diluciones con agua destilada para obtener concentraciones de 1, 1,5,2,3 y4 mg/L. Paraello
se coloco en distintos viales protegidos de la luz 20, 30, 40, 60 y 80 pL de la solucién patron
antes descrita. A cada vial se le adiciono 250 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau 1 N, se agitd
y luego se agrego6 0,75 mL de carbonato de sodio al 20%. La mezcla se llevo a volumen final de
2 mL usando agua destilada y se dejo reposar por 2 h. Finalmente, se tomo la lectura en el
espectrofotometro UV a 760 nm. El blanco tuvo los mismos componentes excepto el dcido
galico.”

Determinacion de fenoles

Se procedio a pesar 2 mg de cada uno de los extractos liofilizados, el cual se disolvié en 50 mL
de agua destilada. Se tom6 0,5 mL de la disolucion a la cual se le adiciono 0,75 mL del reactivo
de Folin-Ciocalteau 1 N. Se dejo reposar alrededor de 5 minutos y se adicion6 0,75 mL de
carbonato de sodio al 20%. Se agito y se dejé reposar por 2 h. Se analizé por UV-V a 760 nm.’
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Determinacion de la actividad antioxidante en el extracto de alcachofa

El radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) posee un electron desapareado, lo cual le
confiere un color violeta observado en la respectiva banda de absorcion alrededor de los 517
nm.*"” El parametro que se midi6 es el porcentaje de reduccion del DPPH (Q) frente a la

., . ey e e, 13
muestra, llamado también de inhibicion.

Se define Q como:

Q _ (1 _ Amuestra)x 100

ﬁm ntrol

Donde:

A = absorbancia de la muestra A_ = absorbancia del reactivo DPPH

‘muestra control

Materiales y reactivos

Soluciéon de DPPH de 150 pmol/L en metanol/H,O 4:1. Esta solucion fue preparada antes de
cadauso.

Solucidn patrén: se realizd un control positivo con acido galico, para lo cual se prepard ocho
diluciones del 4cidoenelrangode45—-0,1 mg/mL.

Preparacion de la solucion problema: se disolvid 2 g de la muestra en 10 mL de metanol/H,O
4:1. Lasolucion se filtrd y se prepard siete soluciones diluidas en el rango de 200 - 5 mg/mL de
muestra.

Determinacion de la actividad antioxidante

Se tomo 0,2 mL de cada dilucion de la muestra problema M1 en viales de 10 mL protegidos de
la luz, y se adicion6 2 mL de la solucion de DPPH. Se agitd y luego se dejoé en reposo durante
30 minutos. Finalmente, se leyo en el espectrofotometro UV -Va 517 nm.

Se realizod el mismo procedimiento para la solucion patron de acido galico usado como
estandar.

Finalmente, se determind el porcentaje de reduccion del DPPH (Q), tanto para la muestra M 1
(extracto de alcachofa), como para las diluciones de acido galico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del contenido de fenoles totales
Se midid la absorbancia de las soluciones de 4cido gélico patréon (ver tabla 1). Con estos datos
se elaboro la curva patron respectiva (figura 1).

Tabla 1. Absorbancias del estandar de acido gélico a 760 nm

Concentracion Absorbancia
(mg/L) promedio
1,0 0,0316 + 0,005
1,5 0,0594 + 0,001
2,0 0,1070 = 0,006
3,0 0,2215 £ 0,003
4.0 0,3251 £ 0,004
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y=0,1012x-0,0839
R?=0,9928

Absorcidn

Concentracion mg/L

Figura 1. Curva de calibracion del acido galico

Empleando la siguiente formula se relaciond la concentracion de acido gélico con la
absorbancia:
Absorbancia + 0,0839

[Acido gilico] = 01012

Para el analisis se utilizo las muestras liofilizadas M1, M2, M3 y M4. Las dos primeras (M1 y
M2) son muestras sin previo tratamiento, en cambio M3 y M4 fueron microfiltradas.

En la tabla 2 se observa la equivalencia entre la absorbancia promedio de las muestras con la
concentracion de acido galico obtenida de la ecuacion proveniente de la curva de calibracion
del respectivo acido. Luego, en la ultima columna se ha expresado el porcentaje equivalente
de acido galico en el extracto sdlido

Tabla 2. Resultados de fenoles totales en los extractos de alcachofa liofilizados

o ° .
Vs PO Aornca I
(mg/L) en el extracto
M1 3,1 0,1002 +0.001 1,8192 11,7
M2 2,0 0,0206 +0.002 1,0326 10,3
M3 2,2 0,0200 + 0.003 1,0266 9,3
M4 2,7 0,0461 £ 0.001 1,2845 9,5
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De las muestras analizadas, M1 y M2 son las que presentaron una mayor concentracion de
fenoles totales. Dado que M1 y M2 proceden de soluciones del proceso de coccion de
alcachofa y no tienen ninglin tratamiento adicional, podemos concluir que el proceso de
microfiltracién disminuye la concentracion de fenoles totales debido a la pérdida de este tipo
de compuestos.

Al comparar los valores obtenidos con las de otras variedades de alcachofas (3.1—  5.8%de
compuestos fenolicos) recopilados de la bibliografia®, se concluye que los distintos extractos
de alcachofa tienen una alta concentracion de fenoles totales, destacando M1 con 11,7%.

Determinacion de la actividad antioxidante
La tabla 3 resume las absorbancias promedio y el porcentaje de inhibicion de DDPH (Q)
dependiendo de la concentracion de acido galico (mg/mL).

Tabla 3. Absorbancias promedio y valor de Q del acido galico

C;)cliglf)n;;?lcclg " Absorbancia Q (%)
(mg/mL) promedio

0 0,5012 + 0,009 0
0,1 0,4133 + 0,007 17,5
0,25 0,3839 + 0,008 23,4
0,5 0,3571 £0,005 28,8

1 0,3374 + 0,007 32,7
5 0,2694 + 0,001 46,2
10 0,2337 £ 0,003 53,4
30 0,1956 £ 0,005 61,0
45 0,1872 £ 0,001 62,6

Para el analisis de la actividad antioxidante se eligio la muestra M1, dado que era la que
presentaba la mayor cantidad de compuestos fendlicos totales. En la tabla 4 se presenta las
absorbancias promedio de la muestra M1. De este promedio se obtiene el porcentaje de
inhibicion de DDPH de las distintas concentraciones de M 1.
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Tabla 4. Resultados de la absorbancia promedio y valor de Q de M1

Concentracion de Absorbaqcia Q (%)
M1 (mg/mL) promedio

0 0,6544 + 0,009 0

5 0,5599 + 0,006 14,4
10 0,5483 + 0,006 16,2
25 0,5382 + 0,030 17,8
50 0,4788 + 0,030 26,8
100 0,3768 £ 0,010 42,4
150 0,3451 £ 0,010 47,3
200 0,3225 + 0,009 50,7

Se observd que la muestra M1 consumio el 50% de reactivo DPPH a una concentracion
cercana a 200 mg/mL, mientras que el acido galico consumi6 el 50% de reactivo DPPH a una
concentracion aproximada de 9,5 mg/mL. Por lo tanto, un gramo de alcachofa liofilizada tiene
la actividad antioxidante de 47 mg de 4cido galico, valores comparable con los obtenidos en
otros estudios realizados con laalcachofa.”

CONCLUSIONES

- Elcontenido de fenoles totales del extracto de alcachofa de la especie Cynara scolymus L.
alcanzo6 ser de 117,3 mg de acido galico/g de extracto. Este valor resulté ser mayor que en
otras especies de alcachofas reportadas (31 - 58 mg de acido galico/g de extracto). Se
encontrd las mayores concentraciones de fenoles en muestras que no fueron
microfiltradas, concluyendo que este proceso reduce la concentracion de fenoles en los
extractos de alcachofa.

- Selogré determinar la actividad antioxidante en el extracto liofilizado de alcachofa con
mayor contenido de compuestos fenodlicos, mediante el empleo del reactivo DPPH. Se
obtuvo un valor de CI;, a una concentracion de 200 mg/mL, lo cual es comparable a una
actividad antioxidante de 47 mg de acido gélico.
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VALOR NUTRICIONAL DE LA LARVA DE Rhynchophorus
palmarum L.: COMIDA TRADICIONAL EN LA AMAZONIA
PERUANA

Gabriel E. Vargasa*, Giovana Espinozab, Candy Ruizb, Rosario Rojasb

RESUMEN
La larva de Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera: Curculionidae) es conocida como
“suri” en la Amazonia peruana. Esta larva ya sea cruda o frita en su propio aceite, es un
alimento importante para varios grupos nativos amazonicos. Las larvas son muy apreciadas
por su sabor y se pueden encontrar en varios mercados locales. A pesar de su relevancia en la
alimentacion humana, se sabe poco sobre la composiciéon proximal de las larvas de R.
palmarum que se consume en la Amazonia peruana. En el presente articulo reportamos el
perfil de acidos grasos de los aceites obtenidos por separado de la piel y del contenido graso
digestivo, asi como el analisis proximal de la piel y el perfil de aminoacidos de la proteina de la
larva. El alto contenido de proteina en la piel (45,82% peso seco), el aceite en el contenido
graso digestivo y la composicion de aminoacidos de la proteina nos indica, que el suri es una
buena fuente de nutrientes, aprovechable bajo un consumo responsable.
Palabras clave: Valor nutricional, Rhynchophorus palmarum, Amazonia peruana, suri.

NUTRITIONAL VALUE OF Rhynchophorus palmarum L. LARVAE:
A TRADITIONAL FOOD FROM THE PERUVIAN
AMAZON

ABSTRACT
The larvae of the palm beetle Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera: Curculionidae) is
known as “suri” in the Peruvian Amazon. The larvae, either raw or fried in its own oil, are an
important food source for several groups of Amazon natives. The larvae are very appreciated
by its taste and can be found in several local markets. On spite of its relevance on human food,
little is known on the proximate composition of the palm beetle larvae consumed in Amazonian
Peru. In the present article, we report the fatty acids profile from the oils separately obtained
from the skin and digestive fat of the larvae as well as the proximate analysis of the skin and
aminoacid profile of the insect protein. The high total protein content of the skin (45.82% on a
dry weight basis), the oil content in the digestive fat and the aminoacid composition of the
protein suggest that suri is a good source of nutrients, low usable responsible consumption.
Key words: Nutritional value, Rhynchophorus palmarum, Peruvian Amazon, suri.

INTRODUCCION
En muchas culturas occidentales, los artrépodos, incluyendo insectos y otros invertebrados
terrestres, se han degustado como plato principal y/o un manjar. Mas de 1000 especies de
insectos son consumidos por los seres humanos en paises tropicales, con un promedio de 20 a
30 especies que forman parte de la gastronomia de cada region'.

* Centro de Investigacion, Universidad Cientifica del Peru, Av. José A. Quinones km 2,5, Iquitos, Peru.
e-mail: gvargas@ucp.edu.pe
Unidad de Investigacion en Productos Naturales, Laboratorios de Investigacion y Desarrollo,
Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Pert.
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Investigaciones demostraron que algunos de los insectos considerados como plagas, tienen
una alta calidad nutricional. Estos insectos proporcionan una alta calidad de proteinas y
suplementos (minerales y vitaminas), en algunos casos son criados y vendidos a la poblacion
que lo consideran como una delicia’.

El consumo de invertebrados puede proporcionar significantes cantidades de proteina animal,
especialmente a las comunidades indigenas durante los periodos mas dificiles del aflo, tales
como en la temporada de lluvias donde los peces y la caza son escasos’.

Dentro de todas estas especies, uno de los mas usados como comida tradicional en estos paises
tropicales es la larva de Rhynchophorus palmarum, un coledptero de la familia Curculionidae.
Generalmente esta larva es muy buscada por la gente, porque tiene un alto valor nutritivo y
muchos nativos amazonicos utilizan el aceite que se extrac de ésta para el tratamiento de
enfermedades respiratorias’. La composicion nutricional de la larva de R. palmarum, usada
como un alimento por los indigenas amazonicos y los sustratos de su palmera ha sido
ampliamente investigado por Cerda’, donde indica que tiene una alto valor nutricional y es rica
en vitaminas E y A, siendo un invalorable recurso local para las poblaciones indigenas.

En la Amazonia peruana, se conoce como suri a la larva de varias especies de papazos o
escarabajos que se desarrollan en el tronco (estipite) caido de diferentes palmeras. En el tronco
del aguaje Mauritia flexuosa L.f. se desarrollan por lo menos 4 especies diferentes de suris:
Dynamis borassi, D. nitidulus, Rhinostomus barbirostris y principalmente R. palmarum. En
los pueblos amazdnicos, se consumen en gran cantidad las larvas de R. palmarum procedentes
de la palmera “aguaje” M. flexuosa’. Las personas colectan las larvas de los troncos caidos del
aguaje y los comen directamente o los llevan a sus casas para comerlos asados’.

Las larvas de R. palmarum se comercializan en los mercados y centros turisticos de la ciudad
de Iquitos en formas diferentes: vivo, cocido y asado, en un promedio de 3500 unidades por
dia, siendo los dias sabados y domingos los de mayor venta. Como fuente de proteina, la larva
de R. palmarum es, en la Amazonia peruana, un producto muy valorado; su demanda es fuerte y
ademas, es un alimento muy apreciado por su exquisito sabor’.

En el presente articulo reportamos el perfil de acidos grasos de los aceites obtenidos por
separado de la piel y del contenido graso digestivo, asi como el analisis proximal de la piel y el
perfil de aminoacidos de la proteina de la larva de R. palmarum.

PARTE EXPERIMENTAL
Se realizo un analisis del contenido de acidos grasos del aceite de la piel y del CGD, obtenido
para ambos de diferentes maneras, ademas del analisis nutricional de la piel.

Material biologico

Las larvas adultas de R. palmarum fueron adquiridas en el mercado de Belén de la ciudad de
Iquitos, Loreto, Pert (Latitud S 34610.1 y Longitud W 731658.7). Se transportaron hasta el
laboratorio en un envase con la debida oxigenacion y con la fibra de la palmera aguaje Mauritia
flexuosa L.f como alimento.

Obtencion dela piel y el contenido de grasa digestiva (CGD)
Las cabezas de las larvas fueron cortadas, luego se seccion6 transversalmente el abdomen y
con una espatula se procedio a separar el contenido de grasa digestiva (CGD), de la piel.

Extraccién de los aceites

La piel de la larva fue secado a 70 °C durante 4 dias, luego se tritur6 en un matraz.
Seguidamente a 16 g de piel se seco, triturd y colocd en un extractor Soxhlet durante 3 horas y
utilizando éter de petroleo como solvente, se obtiene el aceite de la piel.

El aceite del contenido graso digestivo (CGD) fue obtenido a partir de 24 g de CGD, mediante
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calentamiento por un tiempo de 10 minutos. El lipido extraido se obtuvo por filtracion en
caliente del extracto.

Analisis fisicoquimico del aceite extraido del suri

Lospesos de los aceites extraidos de 16 g de piel secay trituraday 24 g de CGD de R. palmarum
se determinaron para establecer el contenido de lipidos. El resultado se expresd como el
porcentaje de lipido en la materia seca de la piel o en la materia himeda de CGD.

La composicion de los acidos grasos se analizé por cromatografia liquida-gaseosa, después de
derivarlos a metil ésteres con una solucion 2M de KOH en metanol a temperatura ambiente,
siguiendo el método estandar [IUPAC. Los analisis de los metil ésteres fueron llevados a cabo
en un cromatografo de gases Agilent 7890A acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
5975 Inert XL MSD With Triple-Axis Detector. Los resultados se expresaron como un
porcentaje de cido graso individual en la fraccion lipida.

Analisis proximal y perfil de aminoacidos de la piel del suri

El analisis proximal se realizd6 de acuerdo al método recomendado por la Asociacidén
Americana de Quimica Analitica (AOAC). Se determino la humedad, grasas totales, proteinas
(Kjeldahl), fibray cenizas.

La determinacion de aminoacidos se realizd en un cromatdgrafo liquido de alta resolucion
(HPLC), marca Elite Lachron con un detector de arreglo de diodos y una columna Superspher;
como eluyente se us6 una solucion acuosa de fosfato monobasico de potasio 2,5 mM y una
mezcla de acetonitrilo:metanol (7:3). Para el tratamiento de la muestra se pes6 42 mg de la piel
del suri previamente seca y desengrasada; se adicioné 20 ml de HCI 6N y 37,5 ul de 2-
mercaptoetanol. Se burbujed la mezcla con gas nitrogeno y se calent6 a 110 °C por 24 h. Se
concentrd lamezcla de reaccion y el residuo se disolvio en un matraz aforado de 10 ml con una
solucién de bicarbonato 50 mM. Se tomd 160 ul de muestra y se derivatizé con dabsilo
1,24 mM, se calienta a 70 °C por 10 min, luego se agrega una solucion buffer de fosfato: etanol
(1:1); a continuacion se inyectd 10 pl de la muestra derivatizada en el HPLC. La identificacion
y cuantificacion de los aminoacidos se realizo por comparacion con los tiempos de retencion
del estandar Sigma-Aldrich®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de lipidos

Los valores de lipidos obtenidos para la piel fue de 22,11 0,89 (% peso seco), siendo esto la
mitad con respecto a lo que se obtuvo para el contenido graso digestivo con 44,30 0,87 (%
peso humedo). La variacion en el rendimiento de los aceites, puede ser debido a la diferencia en
las partes de la larva de la cual se obtuvo el aceite, el método de extraccion utilizado, asi como
el metabolismo nutricional de la larva. El valor de los lipidos de la piel (22,11%) fue muy
parecido a valores reportados para contenido de lipidos totales de Anticarsia gemmatalis; mas
conocido como oruga de las leguminosas, donde obtienen un valor de 25,3% para la larva y
21,2% para el adulto, utilizando una dieta artificial en su alimentacion’, pero a la vez también es
mayor que a los obtenidos por Raksakantong’ para el escarabajo de junio (Holotrichia sp) con
un 5,41% y el escarabajo pelotero con un 13,61% (Copris nevinsoni Waterhouse). Ademas, el
valor de lipidos para CGD (44,30% en base al peso humedo) fue mayor que el reportado por
Ekpo y Onigbinde' para la obtencién de aceite de larvas de R. phoenicis (25,30%). Podemos
decir que el alto contenido de grasa en larvas de R. palmarum contribuye a darle el sabor
agradable cuando se frien o se asan a la parrilla. Estos altos porcentajes de aceites encontrados
en las diferentes partes de la larva de R. palmarum, hacen que este insecto, en su totalidad,
poseaun potencial aprovechable para la industria de los aceites.
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Composicion de dcidos grasos

La determinacion de la composicion de los acidos grasos de los aceites extraidos de la piel y del
CGD de la larva de Rhynchophorus palmarum, se expresan en la tabla 1. Los acidos grasos
mas abundantes en la piel y el CGD fueron el oleico, palmitico y estearico, seguido por los
acidos grasos miristico, linoleico, linolénico y palmitoleico. Estos mismos acidos grasos
también han sido reportados en estudios realizados al aceite obtenido del mesocarpio del fruto
de la palmera aguaje Mauritia flexuosa L.f.", palmera de la cual los pobladores de la Amazonia
peruanarecolectan las larvas de R. palmarum?’.

Tabla 1. Composicion de acidos grasos (g/100 g del total de acidos grasos) del aceite
de la piel y del contenido graso digestivo de la larva de R. palmarum L.

% Composicién

Acido graso

Piel CGD
Miristico (C14:0) 1,91 2,27
Palmitico (C16:0) 41,78 43,65
Palmitoleico (C16:1) 0,75 1,01
Estearico (C18:0) 9,41 8,52
Oleico (C18:1) 43,10 41,57
Linoleico (C18:2) 2,00 1,93
Linolénico (C18:2) 1,05 1,05

En este estudio el porcentaje de los acidos grasos saturados fueron mayores que los
insaturados representando el 53,1 y 54,44% del total de 4cidos grasos correspondientes para
los aceites de la piel y CGD, respectivamente (tabla 2). Estos porcentajes de acidos grasos
saturados (TAGS) fueron mayores a los reportados anteriormente por otros investigadores'”
para larvas de Rhynchophorus, esto debido al alto porcentaje que muestra el acido estearico en
ambos casos (piel y CGD) para nuestra investigacion. Del mismo modo el porcentaje de
acidos grasos insaturados (TAGI) encontrados, son muy parecidos a los valores encontrados
en el aceite de la termita M. bellicosus", y también en el aceite de palma, que es el aceite de uso
comun en los hogares de los comunidades o pueblos amazonicos; la presencia de los acidos
grasos esenciales para el organismo, tales como el oleico, linoleico y linolénico en cantidades
significativas, aumenta el valor nutritivo de estos aceites, ademas que se podrian utilizar
como fuente de produccion de acido palmitico, que es un excelente alimento energético e
industrialmente se utiliza para la fabricacion de margarinas y jabones.

Tabla 2. Grado de saturacion de los aceites de la piel y del contenido graso digestivo
de la larva de Rhynchophorus palmarum L., expresado en forma de porcentajes.

Piel CGD
TAGI 46,90 45,56
TAGS 53,10 54,44
AGMI 43,85 42,58
AGPI 2,05 2,98

TAGI = Total de acidos grasos insaturados;
TAGS = Total de 4cidos grasos saturados;
AGMI = Acidos grasos mono insaturados;
AGPI = Acidos grasos poliinsaturados.
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Composicion proximal de la piel de Rhynchophorus palmarum

Los resultados de la composicion proximal de la piel de la larva de R. palmarum se muestran
en la tabla 3. El contenido de agua en la piel es alto (71,50%), parecidos a valores reportados
para larvas enteras de R. palmarum’ y R. phoenicis"”, mientras que el valor de los lipidos de
6,31% (peso hiimedo) se incrementa a 22,15% en peso seco; este valor es menor al reportado
por Due”, donde obtiene un 35,16% para el aceite de la piel en peso seco. El contenido
proteico de la piel del suri (13,06% en peso humedo) es muy superior, comparando con lo
encontrado por Sanchez'°y Cerda’ para la larva entera de R. palmarum, 7,3%y 7,25% (en peso
himedo), respectivamente.

Esto nos muestra la importancia de la piel de la larva como una buena fuente de proteinas en la
Amazonia peruana. La desnutricién en los paises en vias de desarrollo es tanto o mas, un
problema de déficit calorico, como la deficiencia de proteinas. Este alto contenido de proteina
en la piel de la larva de R. palmarum, nos indica del potencial que se puede aprovechar para
promover su consumo sostenible y pueda ayudar a los problemas de malnutriciéon en los
pueblos de laAmazonia.

Tabla 3. Composicion proximal de la piel de la larva de Rhynchophorus palmarum L.

Parametros Peso hiimedo (%) Peso seco (%)
Humedad 71,50 e
Proteinas(Nx6.25) 13,06 45,82
Grasas totales 6,31 22,15
Cenizas 1,38 4,83
Carbohidratos 7,81 2,2

Perfil de aminoacidos de 1a piel de Rhynchophorus palmarum

La calidad de proteina en los alimentos esta determinada por su contenido de los aminoacidos
esenciales. El perfil de aminoacidos y la puntuacion quimica de la piel de la larva de R.
palmarum se muestra en las tablas 4 y 5, respectivamente. Este es rico en aminoacidos
esenciales, especialmente en valina e isoleucina, y podria cumplir el requerimiento minimo
requerido para amino acidos esenciales'’, a excepcion de la metionina e histidina, que tienen
valores bajos, 38,560y 2,82%, respectivamente.

En nuestra investigacion es de especial interés el valioso nivel de leucina, lisina y treonina que
normalmente se encuentran en las larvas de insectos'’. La lisina y treonina son los aminoacidos
limitantes en dietas a base de trigo, arroz, yuca y maiz, frecuentes en paises en vias de
desarrollo™, mientras que la leucina e histidina, tienen mucha influencia para el crecimiento de
niflos pequefios”. Los valores de los amino4cidos azufrados no son muy altos, pero sin
embargo pueden cumplir con las cantidades diarias recomendadas (RDA) para estos
aminoacidos. Comparando la composicion de aminoacidos en la piel de la larva de R.
palmarum con los alimentos de consumo habitual (cereales, verduras, carnes, etc.), nos indica
que el suministro de algunos de estos aminoacidos esenciales en larvas, es superior a los que se
encuentran en estos alimentos habituales™.
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Tabla 4. Perfil de aminoacidos de la piel de la larva de Rhynchophorus palmarum L.

Aminoacidos g/100g de proteina
Aspartico 1,72
Glutamico 4,11
Asparagina 0,57
Serina 14.49
Treonina* 1,52
Glicina 1,95
Alanina 2,90
Arginina 2,73
Prolina 9,18
Valina* 1,80
Metionina* 0,59
Isoleucina* 3,88
Leucina* 3,60
Fenilalanina* 1,65
Lisina* 3,69
Histidina* 0,05
Tirosina 0,73
Glutamina 0,12

* Aminoacidos esenciales

Tabla 5. Comparacion de la proteina de piel de la larva de Rhynchophorus palmarum L.
con la cantidad de aminoécidos requeridos para un adulto.

Aminoacido  Cantidad requerida (g/100g) de proteina Puntuacion

quimica (%)
Treonina 3,47 4524
Valina 4,81 190.85
Metionina 1,53 38,56
Isoleucina 4,19 92,60
Leucina 7,03 5121
Fenilalanina 3,01 54,82
Lisina 5,17 7137
Histidina 1,77 2,82

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestra que lalarva de Rhynchophorus palmarum
L. que se consume en la Amazonia peruana tiene un alto valor nutricional, es rica en aceites y la
piel presenta un buen contenido proteico. Este hecho nos sugiere que tanto la larva entera
como su piel por separado, pueden ser aprovechadas como una buena fuente de nutrientes
mediante un consumo sostenible.
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POLIMERIZACION DE COMPUESTOS ANTOCIANICOS
PRESENTES EN EL COLORANTE DE LA HIERBA SANTA
(Cestrum hediondinum D.) Y PRUEBA DE ADSORCION
DE IONES ALUMINIO (I11)

Rossana Georgina Juarez Montiel*, Nilda Pinto Apazal,
Teresa Cano de Terrones'

RESUMEN
Del colorante de la “hierba santa” Cestrum hediondinum D., se separo seis fracciones. El
solido de la fraccion C presenta A, 546 nm (BI), 282 nm (BII) y un hombro a 328 nm. El
precipitado de la fraccion A, A, 520 nm (BI), 280 nm (BII); ambos polimerizan con
formaldehido en medio acido oxalico aun pH entre 3,0 a4,0. Esto es confirmado por el estudio
espectroscopico IR de los sélidos obtenidos, los que muestran la aparicion de bandas 1452 cm®
'y 778 ecm’, correspondientes al grupo metileno. El estudio espectroscopico IR del solido
polimérico de la fraccion C con tricloruro de aluminio nos muestra bandas fuera del intervalo
normal 2993 cm’y 2465,72 cm” y la variacién en las sefiales 1312 cm™ y 1073 cm’, todas
relacionadas a los enlaces C-O y O-H fenolicos. El estudio SEM del so6lido polimérico de la
fraccion C con aluminio (I11) no muestra una adsorcioén uniforme.
Palabras clave: Cestrum hediondinum D., antocianina, polifenoles, polimerizacion

POLYMERIZATION OF ANTHOCYANIN COMPOUNDS PRESENT
IN THE COLORING OF THE YERBA SANTA (Cestrum hediondinum
D.) AND PROOF OF ION ADSORPTION ALUMINUM (I1I)

ABSTRAC
Of the coloring of the “hierba santa” Cestrum hediondinum D., they separated six fractions.
The solid of the fraction C A, 546 nm (BI), 282 nm (BII) and a shoulder to 328 nm. The

‘max

precipitate of the fraction A, A, 520 nm (BI), 280 nm (BII); polymerised with formaldehyde
in oxalic acid ata pH between 3,0 to 4,0. Is This confirmed by the IR spectroscopic study of the
obtained solids those that show the appearance of bands 1452 cm’ and 778 cm’,
corresponding to the methylene group, which would confirm the polymerization. The IR
spectral studies of solid polymer of the fraction C with aluminum trichloride shows us bands
outside of the normal interval 2993 cm™ and 2465,72 cm™ and the variation in the signs 1312
cm” and 1073 cm™ all related to the connection C-O and O-H phenols. The study SEM of the
solid polymer of the fraction C with aluminum (III), not being uniform the adsorption.
Keywords: Cestrum hediondinum D., polyphenol, anthocyanin, polymerization.

' Facultad de Ciencias Naturales y Formales, Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa,
Santa Catalina 117

N
juarezroxanag(@gmail.com

Rev Soc Quim Peri. 79 (1) 2013



72 Rossana Judrez Montiel, Nilda Pinto Apaza y Teresa Cano de Terrones

INTRODUCCION
La hierba santa, cuyo nombre cientifico es Cestrum hediondinum D., es una planta silvestre
que en Arequipa la encontramos en los distritos de Sabandia, Characato, Chiguata, Mollebaya
y alo largo de las riveras del rio Chili; es un arbusto muy ramificado, de olor desagradable, de
hojas elipticas lanceoladas, flores tubulosas de color verdusco-amarillento. El fruto es una
baya ovoide, violacea-negrusca, dispuesta en racimos, que presenta un colorante que es la
mezclade cinco compuestos antocianicos al estado de glicosidos.'
Debido a su estructura, los compuestos antocianicos pueden ser usados como ligandos en la
coordinacion de iones metalicos, por lo que la diversidad de colores en las flores es explicada
por la formacion de quelatos entre el metal y la sal flavilio de color rojo de la antocianina. Los
metales mas comunes en complejos con antocianinas reportados son: Sn, Cu, Fe, Al, Mg, y K’
Asimismo, se ha demostrado que en el vino, tanto los antocianos como los taninos pueden
unirse por medio de una reaccion en la que interviene el acetaldehido. Esto da lugar a
productos enlazados por puentes de etilo (T-etil-T), aductos de tanino-antocianos (T-etil-A) y
antocianos entre si (A-etil-A).’
Tomando en consideracion lo anterior se planteo el objetivo de polimerizar los compuestos
antocianicos presentes en el colorante de la hierba santa (Cestrum hediondinum, D.) y probar
su aplicacion en la adsorcion de iones aluminio.

PARTE EXPERIMENTAL
La materia prima fue los frutos maduros de la especie vegetal Cestrum hediondinum, D.
“hierba santa”. La muestra fue recolectada entre las siete y diez horas en el distrito de
Characato — Arequipa, en latitud (°) -16,40; longitud (°) -71,52 y elevacion (msnm) 2413,
siendo la temperatura promedio de 20 °C.

Extraccion de antocianinas por maceracion simple en refrigeracion a4 °C

Se pesod 100 gramos de hollejo estabilizado seco y pulverizado y se extrajo con 1000 mL de
solvente etanol:agua 70:30, por 48 horas. Terminado el tiempo de maceracion, se decantd y se
realiz¢ la filtracion al vacio utilizando para los lavados porciones etanol-agua. El filtrado fue
concentrado a una temperatura no mayor a 30 °C para evitar la degradacion.’

Separacion por cromatografia en columna de los compuesto antocianicos

20 mL de la solucion concentrada del filtrado se mezclaron 20 g de silicagel 60 (0,063-0,200
mm). La mezcla fue secada a temperatura ambiente, pulverizada en un mortero de porcelanay
colocada en una columna cromatografica; previamente es empacada con silicagel y saturada
con el propan-2-ol. Se eluy6 con propan-2-ol, etanol absoluto, etanol al 98% y agua destilada y
se colecto diferentes fracciones.

Caracterizacion por espectroscopia UV-VIS de antocianinas; barrido espectral de 200-
800 nm

Sepeso 0,01 g de muestra proveniente de las fracciones colectadas y se disolvid en 10 mL de
metanol espectroscopico Uvasol® (Merck), adicionando 3 gotas de solucion acuosa de HCl al
50%, y se realiz6 el barrido espectral de 200 a 800 nm, previa calibracion con el blanco.

Espectroscopia UV-Vis con el empleo de reactivos diagnésticos
Se empled metdxido de sodio, tricloruro de aluminio, tricloruro de aluminio/acido clorhidrico
y acetato de sodio, tal como lo indica la literatura.’

Caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo (IR) de las antocianinas
Los espectros fueron registrados en espectrofotdmetros con transformada de Fourier Perkin-
Elmer a partir de muestras s6lidas (Universidad Nacional Mayor de San Marcos).
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Sintesis de polimeros

Se mezcl6 20 g de antocianina, 3,5 g de una solucidon acuosa de formaldehido al 37% de pureza
y 50 mL de metanol; la mezcla se calienta a reflujo en un bafio maria con movimiento hasta la
formacion de una solucion homogénea; luego se afiade 1 g de acido oxalico y se calienta por 1
hora; se afiade metanol (50 mL) y se prosigue con el calentamiento 1 hora mas. Luego se filtra
y lavael precipitado con etanol.

Caracterizacion del polimero

Se determind los grupos funcionales por espectroscopia IR y la solubilidad por la variacion del
indice de refraccion del solvente.

Se coloc6 0,01 g del polimero en un tubo de ensayo provisto de tapa al que se afiade 2,0 mLde
disolvente. Se agita continuamente y se mide el indice de refraccion del liquido; se utilizé un
refractometro Abbé.’

Caracterizacion estructural del polimero: Microscopia electrénica de barrido

La muestra fue metalizada con oro. La observacion punto por punto fue realizada con un
microscopio electronico de barrido, el SEM X120 de PHILIPS, equipado con detector de
electrones retrodispersados y microanalizador de difraccion de rayos X por energia dispersiva
EDAX DX-4idel Centro de Microscopia electronica de la UNSA.

Pruebas de adsorcion de iones metalicos aluminio (III) por interaccion sélido- liquido

Se coloco en contacto 10 mL de una disolucion metanoélica de AICI, 0,2 M preparada a partir de
tricloruro de aluminio anhidro, con 0,1 g de polimero a temperatura ambiente durante 24
horas con agitacion constante; luego el polimero es filtrado, lavado con metanol y secado, para
su analisis por espectroscopia IR y SEM.

RESULTADOS Y DISCUSION

Separacion por cromatografia en columna de los compuestos antocidnicos

Se obtuvo seis fracciones codificadas como A, B, C, D, E, F. La fraccion D eluida con etanol de
98° muestra la mayor concentracion de compuestos antocianicos. Siendo la fraccion Ay D
inestables y la F insoluble en metanol.

A continuacion se veran los resultados correspondientes a la fraccion C y al precipitado de la
fraccionA.

Caracterizacion espectroscopica UV-Vis de antocianinas
Los resultados experimentales para la fraccion C se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados UV-Vis de la fraccion C

Reactivo A maxima absorbancia (nm) Tipo de desplazamiento
Banda Banda Acilacion | Banda Banda Acilacion
1 11 1 11

HC1 546 282 328 patron patron patron

AlCl; 590 280 326 * ninguno  ninguno

AICI/HCI | 549 280 328 ninguno  ninguno  ninguno

NaOMe 620 degradacion 384 * sin sefial *

NaOAc 618 degradacion 378 * sin sefial *

*Batocromico
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El espectro UV-Vis obtenido en un espectrofotometro UV-Vis 8452 A Hewlett Packard
corresponde a un compuesto antocianico por las caracteristicas de las bandas I y II,
posiblemente derivado de la delfinidina (Améx. 546 nm, 282 nm), presentando una sefial
adicional correspondiente a un compuesto acilado, que porel valor seria del acido cafeico’, el
cual estaria anulando el efecto del azlcar. Los resultados con los reactivos diagnostico,
evidencian grupos OH en posicion orto y sensibles a la ionizacion, con grupos OH libres en el
anilloA, posiciones C5yC7.

Enlatabla 2 se presentan los resultados experimentales para el precipitado de la fraccion A.

Tabla 2. Resultados UV-Vis del precipitado de la fraccion A

Reactivo A maxima absorbancia (nm) Tipo de desplazamiento
Banda Banda  Acilacion | Banda Banda Acilacion
I II I 1I
HC1 520 280 Sin sefilal | ninguno ninguno Sin sefal
AlCl3 582 274 358 * ninguno nueva sefial
AICI/HCI | 526 280 370 ninguno ninguno *
NaOMe 596 262 346 * ** *
NaOAc 552 270 Sin sefal * *E Sin sefal

*Batocromico; ** hipsocromico

Igualmente, se deduce que la antocianina presenta grupos o-hidroxilo en el anillo B, sensibles
a la ionizacion con metoxido de sodio; los grupos OH del anillo A muestran una variacion
hipsocréomica con metoxido de sodio y acetato de sodio en la sefial asi como una disminucion
en la absorbancia.

Eleccion de las antocianinas monoméricas
El mondmero antocianico para el proceso de polimerizacion debe cumplir con el requisito
estructural de presentar un OH en C7, y o-hidroxilos para la coordinacién con el ion Al (ITI).

Tabla 3. Presencia de grupo OH de las antocianinas en las diferentes fracciones

Condiciones Fraccion Precipitado de la
estructurales A B C D E fraccion A
0-OH anillo B + + + + - +
5-OH anillo A - - + + + No es marcada la
senal
7-OH anillo A inestable - + - - No es marcada la
senal

Deacuerdo a los resultados, (tabla 3), podemos concluir que para el proceso de polimerizacion
se elige la fraccion C etandlica por tener grupos OH en posicion orto y los grupos OH de las
posiciones C5y C7 libres y el precipitado de la fraccion A propan-2-ol por tener grupos OH en
posicion orto e indicios de OH libre en la posicion C5y C7.
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Caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo (IR) de las antocianinas

Antocianina dela fraccion C

El espectro IR corresponde a un compuesto aromatico con grupos hidroxilos. No ha
presentado bandas para grupos metéxilos (2850cm™, 2815cm™, 1237cm™y 1272cm’™).

Antocianina precipitada dela fraccion A
El espectro IR corresponde a un compuesto aromatico con grupos hidroxilos. No ha
presentado bandas para grupos metoxilos (2850 cm™,2815cm™, 1237 cm’'y 1272cm’™).

Sintesis de polimeros
Latécnica de polimerizacion empleada cumple con las siguientes condiciones de reaccion:

Estructurales: De acuerdo a los resultados espectroscopicos UV-Vis e IR, estamos
frente a nucleos derivados de la delfinidina (fraccion C) y cianidina (precipitado de la
fraccion A), compuestos polifenolicos con el grupo OH libre en C7, necesario para el
ataque electrofilico en posiciones C6y C8.

Relacion molar de la antocianina y el formaldehido: La relacion molar para la
obtencion de un polimero lineal esta en funcion de los grupos activos en los mondmeros.
En el caso del fenol, es trifuncional (dos posiciones orto y una para); la molécula de
metanal es bifuncional, por lo que la relacion molar fenol — metanal es de 1: 0,75-0,80.
En el caso de la antocianina se estaria comportando como una molécula bifuncional con
solo dos posiciones para reaccionar C6 y C8, por lo que se opt6 por una relacion molar
1:1; se tom6 como peso molecular referencial para la antocianina el de la delfinidina-3-
O-glucosido (465 g/mol).

Medio de la reaccion: El metanol estabiliza al ion hidroximetilcarbono por su naturaleza
nucleofilica. En general, los reactivos polares favorecen los mecanismos de reaccion
i6nicos.

pH: En este tipo de reaccion donde las antocianinas son los monémeros, es importante el
pH, el que debe ser acido para evitar la degradacion de la antocianina por apertura del
anillo C hacia la formacion de chalcona con pérdida irreversible de sus propiedades. Un
pH de 3 a 4 en la reaccion permite tener a la molécula de antocianina al estado de ion
flavilio en equilibrio con la pseudobase carbinol.

El ion flavilio se comporta como un electrofilo siendo su forma pseudobase carbinol la
que es mas susceptible al ataque electrofilico del ion hidroximetilencarbono en sus
posiciones nucleofilicas C6 y C8.

El pH estd dentro del rango 3,5- 4,1 del vino tinto, en el que se da reacciones de
condensacion hacia la forma A -etil- AOH.’

Catalizador: El catalizador elegido fue el acido oxalico por ser un acido débil que
permite alcanzar facilmente el pH de la reaccion y mantenerlo constante durante todo el
proceso de polimerizacion.

Temperatura: Se trabajo a una temperatura de 50 °C para evitar la degradacion de los
compuestos antocianicos y la ebullicion del disolvente.

Caracterizacion fisicoquimica de los s6lidos obtenidos

Analisis del espectro IR del solido polimérico de la fraccion C

De acuerdo a las senales en el espectro IR obtenido, podemos indicar que hay polimerizacion
por la aparicion de nuevas bandas en 1452 cm™ y 779 cm’ correspondientes a los grupos
metileno (figura 1).
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Figura 1. Espectro IR de la antocianina de la fraccion C y espectro IR del solido polimérico

Analisis del espectro IR del sélido polimérico del precipitado dela fraccion A

De acuerdo a las sefiales en el espectro IR obtenido podemos indicar que hay
polimerizacion por la aparicion de nuevas bandas en 1460 cm” y 778 cm’ correspondientes
a grupos metileno en el s6lido obtenido (figura 2).

~\ Iy
W 084-01 it - A
AW / \ A 122 \»\‘,‘\084 03 ‘mel F‘V

% o / \ g [ % a 2 /\I \

85 \- 2 /\/ VoA 2 f L2 % \ g LGrN'HE’ 3

80 % 2 P | | A 85 3 = = | &

| % / | £ X ( z

75 o ‘ | \\ | \ 80 ! } \ [

g | (

n I / I | » \ AN
ges L P ¥ / | gm \ \ R TR
56 | y " ﬁ | Ses \ | E | &
£ [/ | / : \ | | |
g% | I W E® 2|
£ 50 | [ A Ess 5 {‘

& & 2

45 W ‘ \‘ 5 2 &

40 d 45 | z |

3 E- | ‘

30 4 7 = o “ 2

g gL s E g

25 © 1

30 © \
20 25
15

20
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000

Wavenumbers (cm-1) Wavenumbers (cm-1)

Figura 2. Espectro IR de la antocianina de la fraccion A y espectro IR del sélido polimérico

Mecanismo de reaccién

De acuerdo a los resultados experimentales obtenidos se propone un mecanismo de
polimerizacion que implica formacion de uniones metilénicas entre antocianos. Se toma en
consideracion al anillo A, ya que para explicar la polimerizacion de los antocianos unicamente
los anillos A o C toman parte en las reacciones de polimerizacion.” Las antocianinas difieren en
el patron de sustitucion en el anillo B, por lo que los distintos sustituyentes de anillo B no
deberian tener ningtin afecto en el ratio de polimerizacion de unos antocianos u otros.”

La polimerizacién termina cuando la molécula en crecimiento se hace insoluble en el
disolvente y precipita.

De acuerdo a los resultados experimentales podemos indicar que los polimeros obtenidos
sobrepasan el grado de oligdomeros, es decir, las ocho unidades residuales de antocianinas, por
lo que precipitan. '’
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También se puede concluir que las moléculas poliméricas contienen unidades residuales de
antocianinas al estado de iones flavilio evidenciado por el color purpura de los solidos
obtenidos."

El pH de 3 a 4, en el proceso de polimerizacion, asegura la presencia del equilibrio entre los
iones flavilio con sus pseudobases carbinol.

Solubilidad

La muestra polimérica de la fraccion C etanolica fue sometida a disolventes del orden
hidrofilico a lipofilico, registrandose el indice de refraccion cada veinticuatro horas durante
cuatro dias. De los disolventes ensayados se pudo observar la variacion progresiva del indice
de refraccion del hexano, concluyéndose que el sélido polimérico es insoluble en agua y
etanol, acetato de etilo y parcialmente soluble en hexano por lo que se confirma el cambio en la
estructura de la antocianina ya que la molécula monoméricas de antocianina es soluble en
aguay etanol cuando estan al estado de glicdsidos y solubles en etanol al estado de aglicona.

Caracterizacion estructural SEM del polimero

Los solidos poliméricos obtenidos a partir de antocianinas glicosidicas presentan el problema
de hidratacion, no pudiéndose tomar imagenes adecuadas, por lo que se opt6 por polimerizar
la aglicona de la fraccion C etanolica, registrandose las imagenes en el SEM, las cuales nos
muestran un solido poroso (figura 3).

’I P

AccV  Spot Maga, Det WD F——————=— 50
250Ky 40 558 - SE 324 CME-UNSA:novoldea? 250 kv 4.0 64

Figura 3. Imagen SEM del polimero de la aglicona de la fraccion C y del polimero del
precipitado de la fraccion A

Pruebas de adsorcion de iones aluminio (I1T)

La pruebas se realizaron con el polimero obtenido a partir de la fraccion C etandlica; la
solucion metandlica de tricloruro de aluminio estuvo en contacto con el sélido polimérico por
24 horas a temperatura ambiente; luego fue filtrado y lavado con metanol. Al secar el so6lido
polimérico, inicialmente de color purpura, cambi6 a azul lo que ya evidencia la coordinacion
de los grupos o-hidroxilo con los iones Al*".

Espectro IR de adsorcion de iones aluminio (I1T)

El espectro IR muestra una sefial 2993 cm’' que est4 fuera del intervalo normal, indicando un
equilibrio con la formacion de un quelato; la sefial 2465,72 cm’ esta también fuera del
intervalo normal relacionada al estiramiento del enlace O-H.

La variacion en las sefiales 1312 cm™ y 1073 cm’' también estan relacionadas con los enlaces
O-HyC-O.
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De acuerdo a las sefiales en el espectro obtenido podemos indicar que la interaccion de las
antocianinas poliméricas con los iones aluminio afecta las bandas correspondientes a los
grupos—OH fendlicos.

Analisis SEM de adsorcion de iones aluminio (I1T)
La figura 4 muestra la composicion quimico porcentual SEM del polimero con el ion aluminio
(IIT); se confirma la adsorcion del ion A1,y que no es uniforme en toda la muestra.

Element Weght%
C 5451
0 4211

Al
Cl

Al 198
Cl 141
Totals 100.00

Totals

1 2 3 4 5 [ 7 8 a 10
fFull Scale 9670 otz Cursor 0000 keV| ull Scale 9670 otz Cursar 0000
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Figura 4. Analisis quimico porcentual de toda el area de la imagen y porcentual puntual

CONCLUSIONES

- Delcolorante de la hierba santa se separaron seis fracciones. La caracterizacion UV-Vis
dio como resultado que las fracciones corresponden a compuestos antocianicos y que
presentan grupos o-dihidroxilos en el anillo B, lo que permite la complejacion con el ion
Al excepto la fraccion acuosa E. La caracterizacion IR confirma la presencia de grupos
hidroxilos.

- Elsolido de la fraccion C de A, 546 nm (BI), 282 nm (BII) y un hombro a 328 nm, yel
precipitado de la fraccion A de A, 520 nm (BI), 280 nm (BII), polimerizan con
formaldehido en medio acido oxalico a un pH de 3,0 a 4,0. Esto es confirmado por el
estudio espectroscopico IR de los solidos obtenidos, los que muestran la aparicion de
bandas 1452 cm” y 778 cm’, correspondientes al grupo metileno, lo que confirma la
polimerizacion.

- El solido polimérico de la fraccion C etanodlica es parcialmente soluble en hexano, lo que
indicauna modificacion estructural de la antocianina inicial soluble en aguay etanol.

- Elestudio espectroscopico IR de la muestra polimérica de la fraccion C que es sometida a
la accion de una solucidon de tricloruro de aluminio, nos muestra bandas fuera del
intervalo normal 22993 cm™ y 2465, 72 cm’, y la variacién en las sefiales 1312cm’ y
1073 cm, todas relacionadas con los enlaces C-O y O-H fenélicos.

- Elestudio SEM del solido polimérico de la fraccion C con aluminio (IIT) no muestra una
adsorcion uniforme.
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Enseiianza de la Quimica

ESPECTROMETRO PARA RADIACION VISIBLE HECHO EN
CASA, DE BAJO COSTO Y ALTAS PRESTACIONES

Eduardo Montoya Rossiz*, Oscar Baltuano Eliasl’3, Aurelio Arbildo L(')pez4

RESUMEN

Un problema de la ensefianza — aprendizaje del andlisis quimico instrumental es el alto costo
de la instrumentacién comercial, incluyendo aspectos de mantenimiento y servicio. Esto
limita el acceso de los estudiantes a la operacion directa de los diversos instrumentos,
comprometiendo la calidad de su formacion profesional.
En este trabajo se describe detalladamente un espectrometro de luz visible de 390 — 650
nanometros, de facil construccion, bajo costo, robusto y de altas prestaciones, adecuado para
espectro-fotometria de absorcion y fluorescencia moleculares y emision atomica.
El espectrometro no tiene partes moviles y usa como detector una cdmara web conectada a una
computadora personal, que permite la adquisicion, presentacion, procesamiento y registro de
los espectros, a condiciones elegidas por el experimentador. El dispersor es la cara metalica
interna de un pedazo de DVD virgen, expuesta para obtener una red de difraccion de reflexion
de primera superficie y la luz se transmite al dispersor mediante una fibra dptica acrilica. Los
componentes del instrumento estain montados rigidamente sobre una placa de aluminio
ennegrecida.
Se presentan ejemplos de espectros obtenidos y mediciones de absorbancia y se discuten las
ventajas y limitaciones del instrumento.

Palabras clave: Espectrofotometria, instrumentacion quimica, analisis fotométrico,
analisis quimico instrumental.

LOW COST AND HIGH PERFORMANCE HOMEMADE
SPECTROMETER FOR VISIBLE RADIATION

ABSTRACT
A problem of teaching and learning of instrumental chemical analysis is the high cost of
commercial instrumentation, including aspects of maintenance and service. This limits the
access of the students to the direct operation of the instruments, compromising the quality of
their professional formation.
In this work, a homemade spectrometer for visible light of 390 — 650 nanometers is described
in detail. The instrument is of easy construction, low cost, robust and of high performance,
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being useful for spectrometry of molecular absorption, molecular fluorescence and atomic
emission.
The spectrometer has no mobile parts and uses as detector a web cam, connected to a PC,
allowing the acquisition, presentation, processing and recording of the spectra, under
controlled conditions chosen by the experimenter. The grating is a piece of the metallic layer
of a virgin DVD, exposed in order to get a first surface reflective grating and the light is
transmitted to the grating by means of a piece of an acrylic optical fiber. The components of the
instrument are rigidly mounted on a darkened aluminum plate.
Examples of obtained spectra and absorbance measurements are presented and the advantages
and limitations of the instrument are discussed.

Key words: Spectrophotometry, Chemical Instrumentation, Photometric Analysis,
Instrumental Chemical Analysis.

INTRODUCCION
Una dificultad importante en el proceso de ensefianza — aprendizaje del andlisis quimico
instrumental es el alto costo de la instrumentacion comercial disponible, que incluye aspectos
de mantenimiento y eventuales reparaciones. Esta dificultad limita el acceso de los
estudiantes a la operacion directa de los diversos instrumentos, lo que atenta contra la calidad
de la formacion profesional de dichos estudiantes.
Una mejora importante en la formacion académica de los estudiantes, seria que pudiesen
disponer de instrumentos de bajo costo y buena calidad, que les permitan un trabajo de
laboratorio individual o en grupos de no mas de dos personas. Pero seria aun mejor si los
estudiantes pudiesen construir sus propios instrumentos y aplicarlos obteniendo resultados
cuya precision y veracidad, demuestren experimentalmente que son adecuados para el
proposito del analisis quimico instrumental cualitativo y cuantitativo. Esto proporcionaria a
los estudiantes una valiosa oportunidad de aprendizaje significativo, que les facilitaria la
comprension de los fendmenos y tecnologia involucrados en una técnica importante de
analisis quimico instrumental, como es la espectro-fotometria de absorcion molecular.
En el caso de los métodos opticos de andlisis quimico se pueden encontrar, en la literatura,
diversas propuestas para la construccion de instrumentos de bajo costo, tales como por
ejemplo espectrometros ', varios de los cuales usan un CD o un DVD como red de difraccion.
También se han descrito fotdmetros no dispersivos para mediciones de absorcion™ y
fluorescencia''. En el presente trabajo, se describe detalladamente la fabricacién y evaluacion
de un espectrometro para la radiacion electromagnética en la region visible, de facil
construccion, bajo costo y altas prestaciones, adecuado para la implementacion de practicas
de laboratorio de analisis quimico instrumental cuantitativo y cualitativo, en los temas de
espectro-fotometria de absorcion molecular, espectrometria de fluorescencia molecular,
espectrometria de emision atdmica y turbidimetria, aplicable en laboratorios que disponen de
bajo presupuesto.

PARTE EXPERIMENTAL

Construccion del banco optico

El instrumento propuesto utiliza como entrada de luz, una fibra 6ptica acrilica de las que se
usan en equipos de audio. El componente dispersor es un pedazo de un disco DVD virgen, al
que se le ha retirado la cubierta plastica, para obtener una red de difraccion de reflexion, de
primera superficie, evitando asi las interferencias debidas a reflexiones multiples. Finalmente,
el detector es una camara Web Logitech Quickcam Pro 9000 ®, que trabaja conectada a una
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computadora personal portatil con sistema operativo Linux ®, en distribucion Ubuntu 12.04
LTS ®.

El espectrometro descrito es robusto y no tiene partes moviles. Los tres componentes del
mismo estan montados rigidamente sobre una placa de aluminio de 240 x 100 x 50 mm, que
constituye el banco dptico y que se ha ennegrecido con pintura negra no reflectora. Para fijar
cada componente se ha empleado pequefias laminas de metal, también ennegrecidas. El
montaje de los tres componentes se muestra en la figura 1. Todo el conjunto va encerrado en
una lata cuyo interior y exterior se han cubierto también con la misma pintura, como se
muestra en la figura 2.

Figura 1. Placa de aluminio conteniendo los tres componentes del espectrometro.

Figura 2. Vista exterior del espectrometro.

Construccion del dispositivo porta-celda para espectrometria de absorcion y
fluorescencia moleculares, en solucion

El dispositivo porta-muestras se ha construido con masilla MOLDIMIX ®, empleando como
molde interno una cubeta descartable, envuelta en una delgada lamina de polietileno (que
no se adhiere a la masilla). Como molde externo se empled un envase de rollo fotografico’.
Luego del endurecimiento de la masilla, se retird los moldes interior y exterior y se
perforé agujeros para la entrada y salida de luz. También se perfor6 un agujero en angulo recto
con los anteriores, para las medidas de fluorescencia y turbidez. Los detalles se muestran en la
figura 3.
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Software

Todo el software empleado en el presente trabajo es de licencia libre. Para enfocar y configurar
la camara web, se utiliz6 el software QT v412 (http://linuxtv.org/downloads/v4l-utils/).

Para la adquisicion de datos, que consiste en la toma de un niimero dado de fotografias, en
forma automatica, se utilizd6 el software denominado streamer (Gerd Knorr
<kraxel@bytesex.org>). El procesamiento de datos se realizo con una aplicacion en forma de
macro, utilizando el software ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/). Finalmente, para la
calibracion de los espectros en longitudes de onda, se empleo la hoja de céalculo de la suite
Open Office (www.openoffice.org).

Figura 3. Ejemplos de dispositivos porta-celda.

Adquisicién y procesamiento de datos

Como fuente de radiacion se utilizé un diodo emisor de luz (LED) blanca, recubierto con papel celofan
amarillo, para atenuar el intenso componente azul. El LED se alimentd con una fuente regulada de 5
voltios, con un potencidmetro en serie para controlar la corriente suministrada, entre 1 y 20 mA.

Las figura 4 es una fotografia del espectro de la luz transmitida cuando el porta-muestras tiene una cubeta
descartable conteniendo agua (blanco).

Figura 4. Espectro visible un LED de luz blanca, cubierto por celofan amarillo.

En la figura 4, cada columna de pixeles contiene informacion cuantitativa de la intensidad de
luz registrada'™", en funcion de la longitud de onda. Existen sin embargo algunos detalles que
considerar:

- Aunque esté impresa en escala de grises, se trata de una fotografia a color y esta
constituida por tres canales Rojo (R), verde (G) y Azul (B), que para trabajo cuantitativo
es conveniente considerarlas como tres fotografias independientes (ver figura 5).
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Figura 5. Canales R, G y B, correspondientes a la imagen de la figura 4.

- Encel estandar RGB, la relacion entre la potencia de radiacion P, recibida por un pixel
dadoy el valor numérico N; registrado (para un canal dado) no es lineal, sino que obedece
alarelacion: N,=(P)™*.

- Enel estandar RGB de 24 bits, los valores permitidos para N, corresponden al intervalo
[0,255], para cada canal.

Estas limitaciones de una camara web, ademas de una relacion sefial / ruido algo desfavorable
para trabajo fotométrico, nos llevaron a desarrollar el siguiente procedimiento para el
procesamiento de imagenes:

1.

2.
3.
4

10.

I1.

12.

Adquirir un conjunto de 128 fotografias para el blanco.

Separar cada fotografia en sus respectivos canales R, Gy B.

Convertir cada fotografiaR, G y B a formato de 32 bits.

Elevar todos los pixeles de cada fotografia a la potencia de (1/0,45) = 2,2222, como
seindica en Suzuki et al".

Para cada canal, sumar las 128 fotografias (pixel a pixel) y obtener una imagen
promedio.

Sumar las imagenes promedio, correspondientes a los canales R, G y B, para obtener
una imagen total, en escala de grises, con profundidad de 32 bits.

Repetir los pasos 1 a 6, para la muestra y el fondo (cubeta conteniendo el blanco y
fuente de luz apagada).

Obtener la imagen neta del espectro del blanco, restando la imagen promedio del
fondo de laimagen promedio del blanco.

Obtener la imagen neta del espectro de la muestra, restando la imagen promedio del
fondo de laimagen promedio de la muestra.

Poner el valor minimo de cada imagen neta en 1, para evitar errores de
procesamiento, causados por division entre cero y por logaritmo de cero.

Dividir, pixel a pixel, la imagen neta del espectro del blanco entre la imagen neta del
espectro de lamuestra. El resultado es la imagen neta de absorcion.

Tomar el logaritmo, base 10, de la imagen neta de absorcion. El resultado es la
imagen neta de absorbancia.

En el caso de espectrometrias de emision, se siguen los pasos 1 al 9, omitiendo el paso 8 si es
que no se emplea un blanco. Para obtener una curva de calibracién fotométrica se sigue los
mismos procedimientos, pero empleando soluciones patron en lugar de muestras.
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La calibracion del espectrometro en longitudes de onda se realizé empleando como patrén el
espectro discontinuo de emision, de una ldmpara fluorescente compacta.

Reactivos

Para la obtencion de espectros de absorcion se usé soluciones diluidas de permanganato de
potasio de diferentes concentraciones, que se obtuvieron mediante diluciones, a partir de una
soluciéon madre, de concentracion arbitraria.

Para los experimentos de fluorescencia molecular se obtuvo una solucion fluorescente, de
concentracion arbitraria, sumergiendo en agua destilada la punta de un plumén marcador
amarillo". Finalmente, para la obtencién del espectro de emision atémica del sodio, se
introdujo una pequefia gota de solucion diluida de cloruro de sodio, en la llama de un mechero
de alcohol, empleando un alambre de nicromo.

RESULTADOS Y DISCUSION
La figura 6 es una fotografia del espectro de la luz transmitida cuando el porta-muestras tiene
una cubeta descartable conteniendo una solucién diluida de KMnO,. Las fotografias
mostradas en las figuras 4 y 6 son imagenes promedio, obtenidas siguiendo los pasos 1 —7 del
procedimiento indicado en la parte experimental, a las mismas condiciones de la cAmara web.
Por comparacion con la figura 4, en la figura 6 se aprecia claramente la absorcion selectiva de
una porcién del espectro visible, por parte del ion MnO, .

Figura 6. Absorcion selectiva de la luz visible por el ion MnO,".

La figura 7 presenta el espectro de absorcion, en unidades de absorbancia, correspondiente a
los espectros de las figuras 4 y 6. La grafica de del espectro se obtiene seleccionando una linea
horizontal, que pasa por el centro de la imagen neta de absorbancia, obtenida en el paso 12 del
procedimiento mencionado y registrando los valores de gris almacenados en cada pixel, en
funcién del numero de pixel (perfilado). En la practica, es mejor seleccionar una banda de
unos 25 pixeles de altura y registrar el valor promedio de cada columna de pixeles, en funcion
del nimero de columna. El paso final es importar estos datos desde una hoja de célculo y
construir la grafica correspondiente. Se puede graficar los valores de absorbancia en funcion
de la longitud de onda, si se ha efectuado la calibracion necesaria. En la figura 7 es importante
notar que solamente una porcion del grafico, que va aproximadamente entre las columnas de
pixeles 340 y 750, contiene informacion espectral valida. El resto corresponde a las partes
oscuras de laimagen y es principalmente un artefacto producido por el ruido electronico en los
sensores de luz, de tipo CMOS, que componen el detector de imagen de la camara web. En la
porcion valida de la figura 7, es evidente que el espectro obtenido es de buena calidad y los
detalles observados corresponden a una resolucion del orden de 2 nanémetros.

La figura 8 presenta el espectro de emision de una lampara fluorescente compacta, con el cual
se harealizado la calibracion en longitudes de onda.
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Figura 7. Espectro de absorcion obtenido para una solucion diluida de KMnO,.

La figura 9 muestra una grafica del espectro y la figura 10 muestra la curva de calibracion en
longitud de onda, mientras que la tabla 1 presenta una comparacioén entre las longitudes de
onda asignadas a los picos numerados en la figura 9 y las obtenidas mediante una ecuacion de
regresion lineal. Se observa que la méaxima desviacion entre los valores nominales y los
obtenidos mediante la ecuacion de ajuste, es de unos 2,7 nanometros. Esta desviacion maxima
sereduce a 0,5 nandmetros si se emplea un ajuste de regresion cuadratica, no mostrado aqui.

Figura 8. Espectro de emision de una lampara fluorescente compacta.
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Figura 9. Asignacion de longitudes de onda a los picos espectrales de la figura 8.
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Figura 10. Recta de calibracion del espectrometro en longitud de onda.

Tabla 1. Calibracion del espectrometro en longitud de onda.

Pico Pixel A nominal (nm) A calculada (nm) Diferencia
1 276 404,7 402,1 2,6

2 343 435,8 436,7 -0,9

3 447 4817,7 490,4 -2,7

4 557 546,1 547,1 -1,0

5 678 611,6 609,6 2,0

La figura 11 presenta una curva de absorbancia versus concentracion, a 525 nanémetros, para
soluciones de KMnO,. Puede observarse que la curva cumple con la ley Beer — Lambert, lo
que muestra que el espectrometro propuesto es adecuado para el proposito del analisis
fotométrico cuantitativo, hasta valores de absorbancia de por lo menos 2, 1. Esto significa que
la radiacion parasita del espectrometro es notablemente baja. Llama la atencion la dispersion
relativamente alta de los datos, alrededor de la recta de regresion. Habiendo comprobado los
autores que la fuente de luz y la cdmara web son extraordinariamente estables, la causa mas
probable es la imperfeccion del porta-celda, que permite una apreciable incertidumbre en el
posicionamiento de la cubeta. Actualmente se trabaja en la correccion de este problema.
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Figura 11. Curva de absorbancia versus concentracion para soluciones de KMnO,.

La figura 12 muestra el espectro de fluorescencia verde del pigmento fluorescente extraido
con agua, de un plumén marcador amarillo. La excitacion se realizé en un angulo de 90
grados con respecto al detector, con un LED violeta centrado en 390 nandometros. Puede
observarse que el espectro de fluorescencia es de buena calidad y no se detecta la sefnal de
excitacion. Cabe mencionar que iluminando la muestra en un angulo de 90 grados, también se
ha logrado hacer mediciones cuantitativas de turbidez, que no se muestran aqui.
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Figura 12. Espectro de fluorescencia del pigmento de un plumén marcador amarillo.
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Las figuras 13 y 14 muestran, respectivamente, una imagen del espectro de emision del sodioy
su correspondiente grafica de intensidad en funcion de la columna de pixeles (eje de abscisas).
Puesto que el maximo de intensidad cae en el valor de abscisa de 638, empleando la ecuacion
que aparece en la figura 10, se calcula que la longitud de onda del pico de emision es de 589
nanometros. Puede observarse también que no se llega a resolver el doblete que constituye la
linea D del sodio, debido a la limitada resolucion de la camara web empleada, en comparacion
con la empleada por Wakabayashi et al’ y a que no se ha usado rendija de entrada. El ancho de
media altura, del pico mostrado en la figura 14 es de 04 canales, que multiplicados por la
pendiente de la ecuacion mostrada en la figura 10, dan como resultado una resolucion de 2,06
nanometros.

Figura 13. Imagen del espectro de emision del sodio en la region visible.
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Figura 14. Perfil de intensidad correspondiente a la imagen de la figura 13.

Ademas de su costo notablemente bajo, otra ventaja importante es que el versatil
espectrometro descrito en este trabajo puede ser construido por los estudiantes. Aunque para
esta tarea no se requieren conocimientos de electronica, si es necesario tener alguna practica
en la programacion de computadoras. Por otra parte, el que los estudiantes tengan que
programar todos los algoritmos necesarios para procesar los datos, partiendo de la
informacion contenida en las fotografias y llegando a mediciones fotométricas validas, es una
magnifica oportunidad para que los estudiantes comprendan el proceso de la medicion y no se
tornen meros “apretadores de botones”.

Eluso de una camara fotografica como detector es otra caracteristica de alta tecnologia, ya que
permite la captura simultanea de todas las longitudes de onda del espectro, entre 390 nmy 650
nm, que corresponde al intervalo de longitudes de onda al que responde la camara usada.
Finalmente, el uso de una computadora para operar el instrumento, permite la adquisicion,
presentacion, procesamiento y registro de los espectros de absorcion y emision, a condiciones
controladas por el experimentador.
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En efecto, una de las funciones de la computadora es elegir los valores apropiados de los
pardmetros de operacion de la camara, tales como foco, tiempo de exposicion, brillo,
contraste, saturacion, ganancia, etc. Es importante enfatizar que una vez que se ha elegido un
juego de valores de los parametros, apropiado para un experimento dado, se deben mantener
constantes durante todo el trabajo. Especialmente si se busca obtener resultados cuantitativos.
Por este motivo, no se debe emplear nunca camaras automaticas, ya que éstas cambian
permanentemente los valores de sus parametros de operacion, en funcion de la luz que
reciben, para tratar de obtener siempre las mejores imagenes posibles.

La versatilidad del instrumento, que puede ser usado para experimentos de diversas técnicas
opticas de analisis quimico, se debe en gran medida al uso de una fibra 6ptica como medio de
entrada de luz, ya que esto le permite adaptarse facilmente a diferentes requerimientos
experimentales. Finalmente, la tabla 2 muestra una lista de partes selectas y sus costos
respectivos, que dan un total de 350,00 soles.

Tabla 2. Lista de partes y costos de las mismas.

Parte Costo en soles
Céamara web Logitech Quick Cam Pro 9000 264,00

Cable de fibra optica 24,00

Placa de aluminio 20,00

Pintura negra mate ABRO SPRAY PAINT 10,00

Otros (DVD, lata contenedora, MOLDIMIX, etc.) 32,00

CONCLUSIONES
El espectrémetro construido es confiable, robusto y adecuado para trabajo fotométrico
cuantitativo y cualitativo en la region visible, hasta 650 nm. Su construccion es tan simple que
puede ser realizada por los estudiantes, individualmente o en grupos pequefios y no se
requieren conocimientos de electronica. El costo es notablemente bajo, y la parte mas cara es
la cdmara web.
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INFORMACIONES

A. De la Sociedad Quimica
Conferencias de los "Jueves Cientificos"

- "Las pseudociencias y sus fraudes", a cargo del Dr. Mario Ceroni Galloso, el dia jueves 6
de diciembre del 2012.

- “Nuevos materiales nano-estructurados para la fabricaciéon de sensores
electroquimicos”, a cargo del Dr. Adolfo La Rosa-Toro Gomez, el dia miércoles 12 de
diciembre del 2012.

- “Preparacion y caracterizacion de carbones activados quimicamente y su uso en el
tratamiento de efluentes industriales que contienen cadmio”, a cargo de la M.Sc.
Jacqueline Peralta Arroyo, el dia jueves 17 de enero del 2013.

- “Modelamiento computacional de polimeros con aplicaciones en biologia y
nanotecnologia”, a cargo del Dr. Eduardo Cruz-Chu, el dia jueves 31 de enero del 2013.

- “Efecto del uso combinado de “maca negra” (Lepidium meyenii) y granada (Punica
granatum) sobre el estrés oxidativo causado por acetato de plomo", a cargo del BSc.
Frank J. Peralta Alvarez, el dia jueves 28 de febrero del 2013.

- “Espectroscopia atomica: enfoque para la eleccion de la mejor solucion analitica”, a
cargo de la Quim. Mercy Macalupu Guerra, el dia jueves 7 de marzo del 2013.

- “Determinacion cuantitativa por activacion neutronica del contenido de nitréogeno en
muestras de quinua (Chenopodium quinoa Willd)”, a cargo del Dr. Ramon Leonardo
Soto Mordn, , el diamiércoles 13 de marzo del 2013

Nuevas cuotas anuales y de ingreso

El Consejo Directivo de la Sociedad Quimica del Pert acord¢ fijar las nuevas tasas anuales
y la cuota de ingreso a partir del 2013, como sigue:

TASAS 2013 CUOTA ANUAL* CUOTA INGRESO
Socio activo S/. 180,00 S/. 180,00
Socio adherente S/. 75,00 S/. 75,00

* Puede abonarse en dos partes semestrales.
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Nuevo Consejo Directivo de l1a Sociedad Quimica del Peru

En la Asamblea General celebrada el dia martes 12 de marzo del presente fue elegido el nuevo
Consejo Directivo para el bienio 2013 -2015.

Presidente : Dr. Mario Ceroni Galloso
Vice-Presidente : Dra. Ana Maria Mufioz Jauregui
Secretario General : Q.F. Juan José Leon Cam

Tesorera : Ing. Quim. Flor de Maria Sosa Masgo
Secretario del Consejo Directivo : Mg. Alberto Corzo Lucioni

Directora de Biblioteca : Q.F. Gabriela Soriano Chavez
Vocales : Dr. José Roger Juarez Eyzaguirre

Ing. Quim. Ana Maria Osorio Anaya
M.Sc. Graciela Silvia Untiveros Bermtdez
Quim. Neptali Ale Borja

Q.F. Nora Herrera Hernandez

Mg. Hélmer Heli Lezama Vigo

Dr. Juan Manuel Parrefio Tipian

Mg. Juan Edmundo Estrada Alarcon

31° Congreso Latinoamericano de Quimica (CLAQ-2014)
XXVII Congreso Peruano de Quimica

Continuando con su importante mision institucional, la Sociedad Quimica del Pera (SQP),
con el auspicio de la Federacion Latinoamericana de Asociaciones Quimicas (FLAQ)
organiza el 31° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ-2014 y el XXVII Congreso
Peruano de Quimica, que se realizaran del 14 al 17 de octubre de 2014 en el Sheraton Lima
Hotel & Convention Center, en la ciudad de Lima, Peru.

Ambos eventos se desarrollaran a través de:

Plenarias y Conferencias, que estaran a cargo de especialistas principalmente
latinoamericanos y versaran sobre temas de gran importancia para nuestra region.

Mesas redondas, donde se discutira temas de gran interés, como son: las carreras
universitarias de quimica, quimica verde, seguridad alimentaria, el futuro de las lineas de
investigacion en Latinoamérica, las investigaciones colaborativas entre instituciones
latinoamericanas, la relacion Quimica y Sociedad, entre otros.

Trabajos de investigacién, que se presentaran en forma de posteres, donde los especialistas
tendran un medio para exponer sus investigaciones, recibir sugerencias y realizar contactos

académicos.

Cursos, dictados por especialistas con el fin de actualizar los conocimientos de los
profesionales quimicos.
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La FLAQ y la SQP, como siempre, posibilitan mediante este CLAQ-2014, un punto de
encuentro donde los quimicos latinoamericanos puedan dar a conocer sus investigaciones y
establecer colaboraciones entre académicos, profesionales y estudiantes.

Mario Ceroni Galloso
Presidente del Comité Organizador

Miembros del Comité Organizador

Presidenta Honoraria: Olga R. Lock Sing

Presidente: Mario Ceroni Galloso

Secretaria Ejecutiva: Ana Maria Muiioz Jauregui
Directora de Conferencias: Maria del Rosario Sun Kou
Directora de Mesas Redondas: Nora Herrera Herndandez
Directora Cientifica: Ana Cecilia Valderrama Negron
Tesorera: Flor de Maria Sosa Masgo

Director de Organizacion: Manuel Otiniano Cdceres
Director Administrativo.: Neptali Ale Borja

Director de Publicaciones: Helmer Lezama Vigo
Director de Relaciones Publicas y Protocolo. Juan José Leon Cam
Director de Cursos.: Graciela Untiveros Bermiidez
Directora de QUIMITEC: Angélica Rodriguez Best

Secciones del Congreso

Quimica Analitica

Quimica Inorganica

Quimica Organica

Fisicoquimica

Bioquimica

Educacion Quimica

Quimica de los Alimentos
Quimica Ambiental

Quimica Cosmética

Quimica Industrial

Quimica de Materiales

Quimica Médica

Quimica de Polimeros

Quimica de los Productos Naturales
Quimica Tedrica y Computacional
Quimica Verde

Historia y Filosofia de la Quimica

Rev Soc Quim Perii. 79 (1) 2013



95

Instrucciones para el envio de resiimenes

Los resumenes de los trabajos de investigacion que se presenten deberan ser originales y
versar sobre temas relacionados a las diferentes secciones del Congreso. Los autores de los
resiimenes abonaran su inscripcion al Congreso segun sea la fecha de envio de sus resimenes
de investigacion a la Directora Cientifica. Se ha habilitado el correo electronico
clag2014@gmail.com de uso exclusivo para orientar a los investigadores con mayor detalle.

Valor de la inscripcion (délares americanos)

Hasta el 30 | Del 1 de mayo al | Después del 31
de abril 2014 31 de agosto de agosto
2014 2014

Profesionales 350,00 420,00 500,00
Estudiantes de 250,00 300,00 360,00
postgrado*

Estudiantes de 150,00 180,00 215,00
pregrado

* Deberan acreditar su condicion.

Lima: Ciudad histérica, hospitalaria, divertida y gourmet

El CLAQ-2014 se realizara en la ciudad de Lima, capital y centro historico del Perti que tiene
para disfrutar una sorprendente arquitectura colonial rodeada de bellas plazas, variedad de
parques, museos e iglesias. Su asombrosa vida nocturna permite disfrutar la alegria en sus
discotecas o degustar de la mas variada y exquisita comida. Lima esta conectada por via aérea
gracias al aecropuerto Internacional Jorge Chavez -elegido el mejor aeropuerto de Sudamérica-
donde llegan vuelos de todas partes del mundo y de las principales lineas aéreas comerciales,
desde el cual parten los vuelos a todos los lugares turisticos situados en la costa, sierra y selva
con tiempo de vuelo cercano a una hora.

Fechas importantes

Inicio de inscripciones: 1 de enero de 2014.

Recepcion de los resiimenes de investigacion: del 1 de enero al 31 de agosto de 2014. No se
garantiza que los resimenes enviados después del 31 de agosto sean publicados en el Libro de
Resumenes.

Informes

Sociedad Quimica del Peru, Av. Nicolas de Aranibar 696, Santa Beatriz, Lima 01. Teléfono
00-51-1-472-3925. Atencioénde lunesaviernes de 10:00a 13:00y de 15:30a 18:30 horas.
sqperu@gmail.com

WWW.Sqperu.org.pe

http://claq2014.blogspot.com
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Presentacion del libro “Koordinationschemie”

El pasado lunes 18 de marzo del presente, la Sociedad Quimica del Peru tuvo el honor de
presentar el libro “Koordinationschemie”, Editorial Springer, Afio 2012, en idioma aleman, de
los autores Dr. Jorge Angulo Cornejo y Dr. Lothar Beyer.

Conocedores de la destacada trayectoria de nuestro socio Dr. Jorge Angulo Cornejo, quien ha
ocupado diversos cargos durante varios aflos en nuestra institucion, y de nuestro siempre
recordado con afecto, Socio Honorario Dr. Lothar Beyer, estamos seguros que sera un
material bibliografico de gran aporte en el campo de la Quimica de Coordinacion.

_I_ Sensible pérdida:

Con profundo pesar comunicamos el fallecimiento de nuestro Socio Vitalicio
Ingeniero Quimico German de la Fuente Herrera.

La Sociedad Quimica del Perti, expresa sus mas sentidas condolencias a los
familiares y amigos por tan irreparable pérdida.

B. Otrasinformaciones
Juramentacion del Consejo Nacional 2013 -2015 del Colegio de Quimicos del Pert

El miércoles 30 de enero tuvo lugar la ceremonia de juramentacion del nuevo Consejo
Nacional del Colegio de Quimicos del Pert, en el auditorio del Colegio de Ingenieros,

conformado por:

Presidenta - Decana : Emma Patricia Morales Bueno
Vicepresidente - Vicedecana : Ana Letty Manrique Tito.
Secretario : Daniel Adolfo Alcantara Malca
Tesorera : Pilar Juana Caso Caballero
Vocales : José Humberto Catacora Gonzales

Nery Ugarte Tito

La Sociedad Quimica del Pert expresa sus sinceras felicitaciones al nuevo Consejo Nacional
del Colegio de Quimicos y les desea los mejores éxitos en su gestion.
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