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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se extrajo, aisld y cuantifico la concentracién de
Swainsonina en Astragalus arequipensis recolectada en la provincia de La Unién en el
Departamento de Arequipa-Perd, y produccién de Swainsonina por sus hongos

endofitos aislados e identificados.

Primero se determind cualitativamente Swainsonina por TLC en los extractos
alcaloideos, obtenidos por un método de extraccion sdélido-liquido para alcaloides, de
las hojas, tallo y raiz de Astragalus arequipensis; encontrdndose que las hojas
presentan mayor concentracion de Swainsonina que los extractos de tallos y raiz.
Seguidamente, se aislaron los hongos endéfitos de Astragalus arequipensis, y se
identificaron como Fusarium spp., Acremonium spp., Mucor spp., Ulocladium spp. y
Penicillium spp. Los hongos se llevaron a fermentacién en cultivo sumergido
discontinuo con medio Czapek [M1], medio Avena [M2] y medio Avena-Lisina [M3], se
obtuvieron los extractos alcaloideos cloroférmicos de cada fermentado y se determiné
cualitativamente por TLC que Fusarium spp y Ulocladium spp son capaces de producir
Swainsonina en medio Avena [M2] y medio Avena-Lisina [M3] por fermentaciéon en

cultivo sumergido discontinuo.

Ademas, se desarrollé una técnica de HPLC para la cuantificacion de Swainsonina para
determinar las concentraciones de Swainsonina de la fuente vegetal y fungal, siendo
Fusarium spp. el hongo con mayor capacidad de produccién en cultivo sumergido
discontinuo, con medio Avena [M2] con un valor de 793.7 ug SW/L de medio y 87.67
ug SW/g de células en peso seco y a partir de las hojas de Astragalus arequipensis,

siendo la de menor concentracion, 0.243 ug SW/g

Palabras Clave: Swainsonina, Astragalus arequipensis, TLC, HPLC, hongos endofitos,

Fusarium spp., Ulocladium spp., cultivo sumergido discontinuo.
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ABSTRACT

In the present investigation Swainsonine was isolated, quantified and extracted from
Astragalus arequipensis collected in the province of La Union in the Department of

Arequipa- Peru, and from their endophytic fungi isolated and identified.

First, it was determined by TLC at Rf = 0.55 that the chloroform alkaloid extract
obtained by an alkaloid solid-liquid extraction method from the leaves of Astragalus
arequipensis, had higher concentrations of Swainsonine compared to the stem and
root extracts. Then fungal endophytes were isolated from Astragalus arequipensis and
identified as Fusarium spp. Acremonium spp., Mucor spp. Ulocladium spp. and
Penicillium spp. The fungi were carried to batch fermentation in submerged culture
with Czapek broth [M1], Oatmeal broth [M2] and Lysine broth [M3], then chloroform
alkaloid extracts were obtained from each fermented and it was determined by TLC
that Ulocladium spp. and Fusarium spp. are capable of producing Swainsonine in
Oatmeal broth [M2] and Lysine broth [M3] by batch fermentation in submerged

culture.

Furthermore, a HPLC technique was developed to evaluate the Swainsonine
concentrations on plant and fungal source and fungal source, being Fusarium spp. The
fungi with more production by batch fermentation in submerged culture production
batch, with Oatmeal broth [M2]; the concentration was 793.7 mg SW / L of media and
87.67 mg SW / g cell dry weight and from the leaves of Astragalus arequipensis, being

the lowest concentration, 0.243 mgSW /g

Keywords: Swainsonine, Astragalus arequipensis, TLC, HPLC, endophytes fungi,

Fusarium spp., Ulocladium spp., batch submerged culture.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

CAPITULO I

GENERALIDADES

1.1. INTRODUCCION

La region Andina de América del Sur, especialmente de Perl, es una de los mas
importantes centros de diversidad de cultivos en todo el mundo, muchos de estos
cultivos poseen propiedades beneficiosas para el ser humano; ya sea a nivel nutricional

o medicinal.

Sin embargo, no todas son beneficiosas; es el caso de las plantas toxicas como las
especies de Astragalus y en el Pais hay casos de intoxicacidon por consumo de estas
leguminosas; teniendo diferentes nombres comunes como, garbancillo o kontekonte;
es la leguminosa de mayor impacto en la ganaderia de la Sierra del Peru (Espinoza et

al, 1991).

Las especies del género Astragalus identificadas presentes en el Pais, son Astragalus
arequipensis, Astragalus cajamarquinus y Astragalus garbancillo; las cuales se

encuentran documentadas por Edith Gémez Sosa. (Gémez et al. 2001, 2004, 2010).

Debido a la toxicidad del género Astragalus, en nuestro Pais no se le ha dado ningun
uso positivo ya que, en el Peru es considerada una amenaza para el sector ganadero.
Lamentablemente, la poblacién opta por incinerar las zonas que se encuentran

pobladas por el género Astragalus.

Las plantas son fuente de metabolitos secundarios. Uno de estos metabolitos
secundarios son los alcaloides, los cuales son empleados para diferentes objetivos,

especificamente, para el sector salud.

Con referencia a este tipo de interés por los alcaloides para beneficio humano es que
se ha determinado que ciertas especies de Astragalus poseen Swainsonina, que es un

alcaloide descubierto ya hace 30 anos a partir de Swainsonina canescens.
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La medicina tiene interés por la Swainsonina, gracias a sus diferentes actividades
farmacoldgicas, como estimuladora del sistema inmunoldgico e intervencién en la
expresion de células tumorales. Por lo tanto, es un metabolito secundario de interés

biotecnoldgico por su aplicacién.

Las plantas son fabricas quimicas de biosintesis de una gran variedad de metabolitos
secundarios como los terpenos, alcaloides y flavonoides; sin embargo no son la Unica
fuente de metabolitos, sino que los microorganismos que habitan a nivel intercelular
de la planta son muchas veces los que contribuyen a la produccién del metabolito y la
tecnologia de los biorreactores ha aprovechado esta capacidad de los
microorganismos para la produccion de metabolitos desarrollando métodos

fermentativos.

Cierta especies vegetales poseen microorganismo enddfitos, éstos colonizan los
espacios intercelulares de las plantas (Firdkova et al. 2007) y ésta relacion se ha
vinculado a la contribucién de la producciéon de metabolitos secundarios en dichas

plantas.

Por lo antes mencionado es que el presente trabajo constituye un aporte a la
extraccion, identificacién y cuantificacion de Swainsonina de interés biotecnoldgico a
partir de una fuente vegetal nativa de la Regidén Arequipa; Astragalus arequipensis y a
su vez explorar la bioproduccién de dicho metabolito por fermentacion en cultivo
sumergido discontinuo de los hongos enddfitos propios de dicha especie vegetal; y de
esta forma contribuir no solo a revalorar la flora nativa sino también a proporcionar la
tecnologia necesaria para la produccién del alcaloide en biorreactor, y evitar su uso

indiscriminado, valorando la biodiversidad de nuestra regién.
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1.2. OBIJETIVOS
1.2.1. Objetivo General

Extraer, identificar y cuantificar Swainsonina a partir de Astragalus arequipensis
(garbancillo) y de sus hongos enddfitos por fermentacion en cultivo sumergido

discontinuo.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Obtener y evaluar por Cromatografia en Capa Fina (TLC), los extractos
alcaloideos de las hojas, tallos y raiz de Astragalus arequipensis recolectada de
la Region Arequipa

e Aislar e identificar los hongos endofitos de los tallos, raiz y rizésfera de
Astragalus arequipensis

e Obtener los extractos alcaloideos de la fermentacion en cultivo sumergido
discontinuo de sus hongos endéfitos en tres diferentes medios selectivos.

e Desarrollar una técnica de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
para evaluar las concentraciones de Swainsonina de los extractos alcaloideos
obtenidos a partir de Astragalus arequipensis y los medios de fermentacion de

sus hongos enddfitos.
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1.3. HIPOTESIS

Ya que la medicina tradicional oriental atribuye propiedades medicinales a especies del
género Astragalus, es posible que Astragalus arequipensis tenga metabolitos
secundarios de interés como la Swainsonina y ademas pueda ser obtenida por método

fermentativo en cultivo sumergido discontinuo de la biomasa fungal endéfita de

Astragalus arequipensis.
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1.4. VARIABLES E INDICADORES

Tabla 1. Variables independientes consideradas para la evaluacién de resultados

Hojas gramos

Tallos gramos

Raices gramos
Método Extractivo (ME) Cloroformo (CHCLs)

Método Fermentativo (MF) Cultivo Sumergido Discontinuo

Método Cromatografico Cromatografia en Capa Fina
Cualitativo (TLC)

Método Cromatografico Cromatografia Liquida de Alto
Cuantitativo Performance (HPLC)

Tabla 2. Variables dependientes consideradas para la evaluacién de resultados

Constante coeficiente de retencién (Rf)

0.53-0-55
de Swainsonina
pH 4-8
Velocidad especifica de crecimiento () >0 g/hora
Concentracidn de Swainsonina partir de

>0ugSW/g
Astragalus. arequipensis
Concentraciéon de Swainsonina por Litro

>0ug SW/L
de Medio de fermentacidn
Concentracion de Swainsonina por

>0ug SW/g

gramo de células fungales en peso seco
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Astragalus spp. Como Especie Vegetal

La especie Astragalus arequipensis se encuentra registrada en el Herbario del Museo
Parisino con el nombre Astragalus arequipensis Vogel, con el nimero de registro
P00542165 (Figura 1), revisada por la bidloga argentina Edith Gomez-Sosa (1992) se

encuentra clasificada de la siguiente manera:

— Reino: Plantae

— Divisidn: Magnoliophyta

— Clase: Magnoliopsida

— Subclase: Rosidae

— Familia: Fabaceae

— Género: Astragalus

— Especie: Astragalus arequipensis

La mayoria de leguminosas del género Astragalus son plantas perennes con o sin tallo,
las hojas son alternas y pinnato-compuestas, las flores son papilonadas en forma
variable presentes en racimos axilares y su fruto es una legumbre (Montero et al.
2006), éste ultimo drgano caracteristico de las leguminosas, deriva de un ovario
compuesto por un solo carpelo el cual, en la madurez, se abre longitudinalmente en
dos valvas, lo que indica que su dehiscencia ocurre por la nervadura media y por la

union carpelar.

No obstante, existe una inmensa variedad de formas y tamafos de frutos en la familia.
De hecho, hay especies con frutos con tendencia a la indehiscencia, es decir que no se
abren en la madurez, y en ocasiones el caliz se transforma en una estructura de

dispersidon (Watson et al. 2007).
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Figura 1. Espécimen vegetal de Astragalus arequipensis que almacena el Herbario del

Museo Nacional de Historia Natural®
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Astragalus arequipensis es una hierba perenne, sericeo-vellosa; sus érganos poseen las

siguientes caracteristicas segun Sosa (1992):

— Ramas de 30-70 cm, estipulas membranosas, sericeo-vellosas.(Figura 2a)

— Hojas imparipinadas de 0.3 0.5 cm, con peciolo de 0,3-0,5 cm, acanalado
(Figura 2b)

— Crasiusculos elipticos obtusos, blanco-sericeos, con pelos glandulares en su
insercién (Figura 2b1).

— 15-17 foliolos, de 3 x 2,5-3 mm (Figura 2c)

— Flor erguida, blanca a amarillenta de 0.4-1.0 cm (Figura 2d)

— Bracteas elipticas de 3 mm y bractéolas de 2 mm, sericeo-vellosas (Figura 2e)

— Cdliz sericeo-velloso, con pelos glandulares en su insercién, tubo de 3,5 mm,
dientes de 1,5 mm con superficie interna glabra (Figura 2g)

— Estandarte subcircular, oapiculado, de 8-9 x 7 mm

— Alas lineares de 8,5 x 1 mm (Figura 2i)

— Quilla obtusa de 5,5-6 mm(Figura 2j)

— Ovario velloso, estilo glabro con apice incurvo; évulos 2.; androceo y gineceo
(Figura 2.k)

— Legumbre blanco-vellosa de 3 x 2 mm, subcoriacea, subglobosa con apiculo de
1 mm; ligera invaginacién dorsal sélo hacia la base, seguida de un reborde
membranoso de 0,5 mm (Figura 2.L, 2 m)

— Semillas 1-2, reniformes, lisas tubo de 3,5 mm, dientes de 1,5 mm (Figura 2.n)

Esta especie crece en los parajes alto andino de Perd, Bolivia y Argentina entre 3,000 a

5,000 m.s.n.m y son resistentes a sequias (Espinoza et al., 1991)

Estas plantas experimentan ciclos poblacionales extremos, explotando durante las
temporadas de lluvias y muriendo durante los afios de sequia extrema. Sin embargo
algunas especies son relativamente estables (Ralphs & James, 1999). Pero es
importante saber que las semillas persisten latentes por 50 anos (Knight & Walter,

2003).
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(a) aspecto general (b) hoja con detalle de pelos glandulares en su insercidon (bl) detalle del
crasitculo (c) foliolo (d) flor (e) bractea (f) estipula (g) caliz, vista interna (h) estandarte con detalle
del apice (i) ala (j) quilla (k) androceo y gineceo (L) fruto (m) seccidn transversal del fruto (n)
seccion longitudinal del fruto con invaginacién dorsal adlo hacia la base, seguida de un reborde

o1
membranoso y son semilla. ~ Gomez 2010
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El género Astragalus, es el género mas grande en la tierra (Mabberley et al. 1997,
Astragalus Homepage et al. 2012). Abarca a mas de 2,500 especies siendo su habitat
muy extenso: Sudoeste Asia (1000-1500 spp.), los Himalayas (500 spp.), Norteamérica
occidental (400-450 spp.) y a lo largo de América del sur (100 spp.) (Astragalus
Homepage et al. 2012).

Las especies del género Astragalus identificadas presentes también en el Pais, son
Astragalus arequipensis, Astragalus cajamarquinus y Astragalus garbancillo; las cuales
se encuentran documentadas por Edith Gémez Sosa. (Gémez et al. 2001, 2004, 2010) y

Astragalus dillinghamii, registrada por Cronqui (1992)

En Bolivia, Peru y Chile las especies de este género son consideradas venenosas para
los herbivoros (Montero et al. 2006). Entre 1969 y 1987, en la Sierra Central del Peru
en la SAIS Tupac Amaru ubicada en Pachacayo , la tasa anual de mortalidad sobre el
total de animales, por consumo de especies del género Astragalus fue de 0,08% vy la
tasa de mortalidad sobre el total de animales muertos por factores nutricionales fue

de 4.97%. (Tabla 3).

Lamentablemente no se tienen datos estadisticos recientes, pero esta afeccién
también fue reportada por pequefios productores de la Sierra Norte y de la Sierra sur
oriental, en donde la intoxicacidn ocurre practicamente en la cuarta parte de los
animales afectados por el consumo de plantas toxicas. Las plantas venenosas son el
principal problema de las pérdidas econdmicas en la industria ganadera (James et al.
1994). Estas plantas retienen una parte de su toxicidad aun cuando estan secas. Torell
(2000), menciona que los animales llegan a depender tanto de éstas, que se vuelven

adictos y terminan como consumidores cronicos.

Knight &Walter (2003) afirman que los animales desarrollan cierta preferencia hacia
estas plantas, aparentemente porque tienen buen sabor, sin llegar a existir

dependencia hacia la planta por lo que no se puede hablar de adiccidn.

Segun Montero (2006), la dosis letal media del Astragalus dillinghamii en ratones Mus

musculus balb/c-53 de sexo masculino es de 111.7 + 4.82 g/kg .
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Tabla 3. Cuadro de tasa de mortalidad anual de animales afectados por procesos

nutricionales y garbancillo en la SAIS Tupac Amaru durante los afios 1969-1987"

TASAS DE MORTALIDAD (%)
N° DE Sobre el
CAUSA DE Sobre el total de
ANIMALES Sobre la total de
MUERTE animales muertos por
MUERTOS poblacion animales
factor nutricional
muertos
Total 303 358 14.70 £ 3.58 - -
Nutricional 49 624 1.91+0.87 15.50 £ 3.16
Garbancillo 2201 0.08 £ 0.06 0.78 £ 0.54 497 +3.93

1Espinoza etal. (1991)

A pesar de los efectos perjudiciales de la ingesta de especies del género Astragalus, en
dosis controladas y menores a las dosis letales, puede ser beneficiosa para la salud
como la cultura oriental ha intentado demostrar ya que es una de las hierbas mds

importantes en China, considerada como medicinal.

Las especies encontradas en China como Astragalus membranaceus y Astragalus
mongholicus se encuentran registradas en Pharmacopoeia of the People’s Republic of
China, este es un compendio de medicinas tradicionales de China. Por siglos esta

cultura la ha empleado para diferentes padecimientos.(Hao et al. 2004)
2.2. Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios son una amplia gama de compuestos orgdnicos de
diferentes origenes, que pueden ser inducidos por respuesta a estrés o como su
proceso metabdlico. Son considerados compuestos no esenciales para la estructura
celular o supervivencia del organismo que la produce, pero normalmente cumplen con
el rol de proteccion del organismo, ya sea planta, animal o microorganismos contra un

estrés biodtico o abidtico. (Hattenschwiler et al. 2000).
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En cuanto a los factores que intervienen en la formacidon de metabolitos secundarios
son los ambientales tales como el ya mencionado estrés abidtico o bidtico, también se
considera el balance nutricional-carbono y los factores genéticos tales como el
genotipo y ontogénesis que usualmente regulan la biosintesis de los metabolitos
secundarios en plantas (Lila et al 2006). La figura 3 describe la formacion simple de
metabolitos secundarios en el cual se parte del carbohidrato mds comun, la glucosa y
donde se puede apreciar la interrelacién entre ellos. La primera etapa en la formacién
de un metabolito secundario implica la formacién de una enzima bifurcadora que

dirige una cierta cantidad del metabolismo primario hacia el metabolismo secundario.

Figura 3. Vias de formacién de los metabolitos secundarios *
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De acuerdo a la biosintesis de los metabolitos secundarios, cada uno de ellos puede
tener una estructura caracteristica, por lo tanto se encuentran agrupados en:
policétidos, metabolitos secundarios de d&cidos grasos, terpenoides, esteroides,
fenilpropanoides y componentes nitrogenados (alcaloides, aminoacidos no

proteinicos, glucdsidos ciandgenos y glucosinolatos)

Las plantas son consideradas famosas como fabricas quimicas para la biosintesis de
una gran variedad de metabolitos secundarios. Muchos de estos quimicos son
ampliamente utilizados en la medicina, para tefidos, esencias y pesticidas; las cuales

tienen una gran importancia econdmica (Yuan Zhi-lin et al. 2007).

Ademas, los compuestos de origen vegetal como los terpenos, alcaloides y flavonoides
son ampliamente usados como drogas o como suplementos alimenticios, para curar o
prevenir una serie de enfermedades; ya sea por su actividad antioxidante o

antimutdgena (Rispail et al. 2005).

Las fuentes de origen vegetal no son las Unicas, las de origen microbiano es otra de las
opciones e incluso la de mayor rendimiento gracias a la tecnologia de la fermentacion
y los biorreactores; ya que se aprovecha de la relacién microorganismos-planta. Si una
planta produce un alcaloide muchas veces puede ser debido a que a nivel intercelular

haya microorganismos contribuyentes a ésta metabolizacion.

En cuanto a estas interacciones, de manera general se expone que si dos o mas
especies que coexisten en un lugar no se afectan mutuamente la relacidon es
neutralismo. En el ambiente esto ocurrird cuando se da en baja densidad de la
poblacién, satisfaciendo los requerimientos de desarrollo, abundancia de los
nutrientes. (Manacorna et al. 2005).Cuando algo de esto se modifica, las especies
comienzan a interactuar, estas interacciones pueden ser benéficas o sinérgicas
(Manacorna et al. 2005). Estas interacciones microbianas se dan a nivel rizosfera

(raices), hojas (filésfera) o espermosfera (semillas), y a nivel interno (enddfito).

Los microorganismos enddfitos son organismos inherentes a las plantas que establecen

una asociacion especifica con su hospedero para mutuo beneficio.
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Existen sin-nimero de especies vegetales de importancia econdmica que interactdan
con especies de hongos enddfitos. La planta provee al hongo alimento, hospedaje y
proteccion; por su parte, aunque no hay certeza sobre los mecanismos de accién, los
endofitos confieren gran potencial adaptativo a las especies vegetales hospederas
frente a condiciones adversas que generen estrés, ya sean de tipo abidtico (salinidad,
acidez) o bidtico (ataque de plagas). Esta simbiosis otorga mayor habilidad competitiva
a las plantas y permite una plena expresion de su potencial genético traducido en altas
tasas de germinacién, mejor densidad, mas biomasa en los tejidos y mayor produccién
de semilla. La relacion entre el hongo y la planta se considera mutualista (Clay et al.

1986,1887).
Partida (2011) divide los microorganismos endofitos en:

— Micorrizas: Los hongos micorrizas forman asociaciones practicamente ubicuas
con las raices de la planta. Los recursos del suelo son tomados por los hongos y
canjeados por los asimilados derivados de plantas, también tiene multiples
efectos sobre la resistencia de la planta.

— Fijadores de nitrdgeno: son microorganismos de las plantas de la familia
Fabaceae y bacterias (Rhizobium) y géneros relacionados, todos pertenecientes
a la Rhizobiales orden que infectan raices de las plantas donde hay nddulos.
Proporcionan a la planta de nitrégeno fijado de la atmdsfera.

— Tipo | de hongos enddfitos clavicipitaceous: son un grupo de la familia
Clavicipitaceae que se transmite verticalmente a través de las semillas de sus
huéspedes y por lo tanto causan una infeccion sistémica de ciertas hierbas.
Debido a la produccién de alcaloides, estos endéfitos contribuyen directamente
a la resistencia de sus plantas huésped a los herbivoros, pero numerosos
estudios también han informado de efectos sobre la sequia y la tolerancia a las
inundaciones, la produccion de biomasa y, en consecuencia, la capacidad
competitiva de la hierba.

— Tipo Il hongos enddfitos: Hongos no sistémicos, transmisién horizontal, recién
se estan descubriendo. Comprenden especies tanto de Ascomycota y

Basidiomycota.
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— Enddfitos bacterianos: Incluyen bacterias fijadoras de nitrégeno no
noduladoras que infectan a los brotes, asi como otras bacterias que ejercen
multiples efectos beneficiosos sobre el metabolismo de la planta huésped.
Estas bacterias forman el grupo funcional grande de "planta-bacteria

promotora del crecimiento" (PGPB).

Por lo tanto, debemos asumir que la verdadera biodiversidad de bacterias endofiticas
que infectan a las plantas silvestres en la naturaleza esta tan gravemente subestimado

como es la biodiversidad de tipo Il hongos enddfitos.

Christensen (1993) demostré una gran variabilidad en la naturaleza y produccion de
estos metabolitos secundarios por diferentes cepas de endoéfitos. Las gramineas
forrajeras son quizas el grupo vegetal en el que mas se ha reportado la presencia de

hongos enddfitos, asociados a los géneros Lolium, Festuca y Brachiaria.

Los microorganismo endofitos, en especial los hongos enddfitos son generalmente
elegidos de entre los que han alcanzado el llamado GRAS (Generally Recognized As
Safe-Reconocidos como Inofensivos) por parte los EE.UU. Food and Drug

Administration (FDA-Administracion de Alimentos y Drogas)(Demain et al 1999).

Por lo tanto, se emplean los microorganismos para produccién de metabolitos
secundarios en reemplazo a las fuentes vegetales mediante la fermentacion y uso de

biorreactores.

2.3. Alcaloides

No existe una definicion exacta para los alcaloides, pero se puede considerar como un
compuesto organico de origen natural (generalmente vegetal), nitrogenado (el
nitrégeno se encuentra generalmente intraciclico), derivados generalmente de
aminodacidos; de cardcter mds o menos basico, de distribucion restringida, con
propiedades farmacoldgicas importantes en dosis bajas y que responden a reacciones
comunes de precipitacion. Generalmente estan presentes en forma de ésteres:
tartratos, maleatos, citratos, oxalatos, benzoatos, etc. También aparecen como

amidas, glicésidos y como aminas libres.
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Se conocen unos 6000 compuestos presentes en mds de 100 familias de fanerégamas,
fundamentalmente en angiospermas: amarilididceas, lilidceas, laurdceas,
magnolidceas, papaveraceas, rutaceas, solanaceas, también en familias de hongos y en

anfibios.

En el caso de los alcaloides en las plantas, que es de mayor incidencia; estos
metabolitos secundarios se encuentran en la corteza, raices, hojas y flores. Y se
localizan preferentemente en zonas de intensa actividad celular ya que son

metabolitos secundarios procedentes de materiales de desecho de las células.

La funcion de los alcaloides en las plantas no es muy clara, existen algunas sugerencias

(Rodriguez et al. 2009) sobre el rol que juegan estas sustancias en los vegetales:

— Facilitan el transporte en la planta, pueden servir como productos de
almacenamiento del nitrégeno no metabolizado o para transporte del mismo;
en el caso de las Solanaceas, los ésteres del tropano se forman en las raices y
son transportados a las partes aéreas donde pueden ser hidrolizados.

— La microquimica ha permitido mostrar en forma general, que los alcaloides son
localizados en los tejidos periféricos de los diferentes drganos de la planta, es
decir en el recubrimiento de las semillas, corteza del tallo, raiz o fruto y en la
epidermis de la hoja; esto nos permite pensar que los alcaloides cumplen una
importante funcién como es la de proteger a la planta, por su sabor amargo del
ataque de insectos.

— Los alcaloides sirven de reguladores del crecimiento, se ha demostrado que los
alcaloides derivados de la putrescina se incrementan notablemente durante la
germinacién de las plantas de cebada.

— Mediante técnicas biotecnoldgicas, las plantas que acumulan alcaloides en las
partes aéreas, se han producido sin alcaloides y la pérdida de alcaloides en el
vastago no impide el desarrollo de la planta, lo cual sugiere que los alcaloides
no son esenciales para los vegetales. Si bien, la presencia de alcaloides no es
vital para la planta, estos deben de participar en secuencias metabdlicas y no

son solamente productos de desecho del metabolismo.
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Las masas moleculares de los alcaloides normalmente varian entre 100 y 900 g/ mol.
Cuando poseen un nitrégeno es que pertenece al grupo amino por lo tanto le confiere
propiedades alcalinas y pueden comportarse como sales o acidos de acuerdo al pH, la
funcién de la amina acompanada de otros grupos funcionales con alcoholes, ésteres,
fenoles, mas funcidn fenol es comportarse como anféteros, esto quiere decir que si
funciona como amina son alcaloides base y si funciona como fenol son alcaloides

acidos.

La presencia de oxigeno en las moléculas le confiere ciertas propiedades fisicoquimicas
a los alcaloides. Si son oxigenados son sélidos y cristalizable, incoloros e inodoros, rara
vez coloreados. Si no son oxigenados son liquidos, volatiles, olorosos y arrastrables con
vapor de agua. Y cuando el porcentaje de oxigeno es bajo y el peso molecular elevado,

el alcaloide esta en estado liquido o se cristalizan dificilmente.

Su basicidad es variable, al estado base y en disolucion son sensibles al calor, luzy O,
permite formar sales con 4cidos minerales (clorhidrato, sulfatos, nitratos) u organicos
(tartratos, sulfamatos, maleatos). Sus sales son sélidas y fijas. Forman sales dobles con

Hg, Au, Pt | y metales pesados.

Reaccionan con los acidos dando sales solubles en agua. Las bases libres son insolubles

en agua, solubles en disolventes organicos apolares o poco polares y en alcoholes

La nomenclatura de los alcaloides no se encuentra sistematizada, el nhombre suele
derivar de su origen (nombre de la planta) o de su descubridor. El nombre termina en —
ina, reflejando su cardcter de amina. Por ejemplo: Estricnina; presente en las semillas
de strychnos, quinina;presente en la corteza de la quina, cocaina; presente en la coca,

morfin[; morfeo es el dios griego del suefio

Arango (2008) clasifica los alcaloides (Figura 4) en alcaloides derivados de la ornitina y
lisina, alcaloides derivados de la fenilalanina y tirosina, alcaloides derivados del
triptéfano, alcaloides de la histidina y de metabolismo terpénico, derivados de bases
puricas (xantanicas), glicdsidos cianogénicos (derivan de aminoacidos Val, Phe, Tyr) y

derivados del acido antranilico.
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Figura 4. Esquema de la clasificacién de Alcaloides®

Derivados de Tropénicos

Ornitina y Lisina Pirrolidinicos

(Aminodcidos Alifaticos)  Indolizidinicos
Alpiperidinicos

Quinolicidiinicos
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Del Triptofano Con Nucleo Quinoleico
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Derivados Del Alcaloides Sesquiterpénicos
Metabolismo Terpénico

Alcaloides Diterpénicos

Alcaloides Esteroidales

Derivados De Bases
Puricas (Xantanicas)

Glicésidos Cianogénicos (derivan de
aminodcidos Val, Phe, Tyr)

! Cuadro resumen de Arango C. J. (2008) Alcaloides y compuestos Nitrogenados. Universidad

de Antioquia. Medellin (19-78)
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Los alcaloides indolizidinicos en su estructura tienen un nucleo indol. Aparecen en la
piel de ciertos anfibios (pumilitoxinas). Son de interés por la propiedad de inhibicidn de
las glicosidasas. Su extraccion es compleja; se han encontrado en Fabaceae la
Swainsonina y Castanospermina, la Swainsonina también es elaborada por ciertos
hongos (Rhizoctonia, Metarhizium). Ademas, se han detectado en otras familias como

Orchidaceae (Dendrobium) y Convolvulaceae (Ipomoea).

Los alcaloides son sustancias interesante pos sus actividades farmacoldgicas que se
ejercen sobre los mas variados terrenos: SNC, SNV (simpatico y parasimpatico),
cardiovascular, anestesia, tumores, enfermedades parasitarias y enfermedades virales

(Cassiano et al. 2010)
2.4. Swainsonina

El compuesto posee una estructura quimica polihidroxihidratada de un anillo de 6
carbonos fusionado con un anillo de 5 carbonos, con una estructura tipo indolizidinicos

(Figura 5).

Figura 5. Estructura molecular de Swainsonina®

OH

'MSDS de Swainsonina, Cayman Chemical, (2012)

Swainsonina (1, 2,8-trihidroxioctahidroindolizina) (Tabla 4) es un alcaloide que
pertenece a la familia de las indolizidinicos que fue originalmente aislado de una

planta australiana denominada Swainsonina canescences.
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Tabla 4. Informacion basica acerca de Swainsonina.

Sinonimos

DE SANTA MARIA

1, 2, 8-indolizinetriol, octahydro(1S-(1a,2 a, 8 a, 8 a, B))
(-)-swainsonine

Tridolgosir

8alpha, beta-indolizidine-1alpha 2alpha, 8beta-trio
swainsonine from Locoweed

swainsonine from Metarhizium anisopliae

swainsonine from Rhizotonia leguminicola

indolazine alkaloid

Féormula Molecular | Cg-Hi5-N-O;
Peso Molecular 173.2 g/mol
N° CAS 72741-87-8

Punto de Ebullicion

353.32 °Ca 760 mmHg

Densidad

1.382 g/cm®

Ecotoxicidad

Muy baja

"Material Safety Data Sheet, Santa Cruz Biotechnology, Inc, et al (2010).

En cuanto a los alcaloides derivados de aminoacidos alifaticos, en éste caso la lisina;

(Figura 6) con nucleo indolizidinico como la Swainsonina comprenden la fusion de dos

anillos uno de seis miembros y el otro de cinco, el &tomo de nitrégeno se rencuentra

en los anillos de fusion, se puede pensar que se forman como un hibrido entre

alcaloides pirrolicidinas y quinolicidinas, pero su biosintesis demostré que son

derivados del aminoacido lisina via acido pipecdlico.

La lisina es el aminoacido precursor de la Swainsonina, la lisina puede ser

biosintetizada por la ruta del diaminopimelato (DAP) (Figura 7) en hongos o por la ruta

de a-aminoadipato (AAA). Durante su biosintesis se pueden formar metabolitos tales

como el dacido picolinico y dacido dipicolinico, los cuales son isémeros del acido

nicotinico y el acido quinolinico, respectivamente.
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REPOSITORIO DE

Figura 6: Biosintesis de la Swainsonina®
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! Michael. J.P (2007). Indolizidine and quinolizidine alkaloids.Nature.Prod. Rep. (24), 191-222

Cuando la lisina heterocicliza, forma la lactama de la lisina (Esqueleto base:
perhidroazepina). Esta lactama es la base de las bengamidas. En cuanto a la alisina el
producto de transaminacion del amino terminal de la lisina. La desmosina proviene de

este intermediario.

La alisina puede formar el acido pipecdlico, el cual es un componente de la ascomicina
y la rapamicina. La descarboxilaciéon de la lisina produce la cadaverina, la cual por
heterociclizacion produce Al-piperideina. Este anillo puede formar varios sistemas de
alcaloides. Los alcaloides de la lisina se pueden clasificar como derivados de la

cadaverina y derivados del pipecolato como la Swainsonina.

El locoismo, enfermedad producida por plantas que contienen alcaloides, es el
principal problema ocasionado por plantas venenosas en el Oeste de Estados Unidos,
son once especies de Astragalus y de Oxytropis que causan locoismo debido a esto se
les denomina locoweeds (hierbas locas) a las leguminosas de estos géneros con estas

propiedades. (Ralphs & James et al. 1999).

Y la Swainsonina es uno de los alcaloides en mayores concentraciones, asi como otros
compuestos que también provocan efectos neurotdxicos. La Castanospermina es el

otro alcaloide que también provoca otros efectos secundarios.
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Hacia 1982, se encontré Swainsonina en Astragalus lentiginosus, especie que crece en
Utah (Molyneux et al 1982). Luego en 1985 se encontrd que en una especie que crece
en el oeste de Texas-Estados Unidos, denominada Astragalus emoryanus es también

una excelente fuente de Swainsonina.

Figura 7. Ruta del metabolismo de la lisina®
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! Michael. J.P.(2007). Indolizidine and quinolizidine alkaloids. Nature. Prod. Rep.(24),191-222
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En China, la Swainsonina fue aislada por primera vez en 1989 de Oxytropis
ochrocephala. Seguidamente fue también aislada de Astragalus variabilis por Huang
(1992), Astragalus strictus por Zhao (1993), Oxytropis kansuensis por Tong (2001),
Oxytropis glacialis en Tibet por Tan (2002), Oxytropis glabra por Ge (2003), y Oxytropis
falcata por Huo (2008). El contenido de Swainsonina de Oxytropis kansuensis,
Astragalus variabilis, Astragalus strictus, Oxytropis sericopetala, y Oxytropis glacialis

fue analizado y semicuantificado en TLC. (Zhao Et al 2011)

Se han encontrado otras fuentes de Swainsonina, no sélo vegetales; es el caso de
Rhizoctonia leguminicola, que demuestra que también es capaz de producir el

Swainsonina. (Schneider et al. 1982)

Los descubrimientos mas recientes de contenido de Swainsonina son; Astragalus
strictus, Astragalus hamiensis, Oxytropis glabra, Oxytropis kansuensis, Oxytropis
ochrocephala, Oxytropis glacialis, Oxytropis deflexa, y Oxytropi latibracteata (Liu et al
2009). Los resultados demostraron que el contenido de Swainsonina en Oxyprosis
kansuensis de 0.148 mg/g fue el mas alto de todas las especies chinas y la de
Astragalus hamiensis con 0.044 mg/g fue la mas baja de todas las especies. El
contenido promedio de Swainsonina en florecimiento fue de 0.139 mg/g, la cual fue el
mas alto en todas la etapa fenotipica, Mientras que el contenido promedio en las

flores fue 0.162 mg/g, la cual fue la mas alta en toda la planta (Zhao et al. 2011).

Acerca de las propiedades de la Swainsonina, es un inhibidor potente, competitivo y
especifico de varias glucosidasas, incluyendo la a - glucosidas lisosémicas implicadas en
el procesado de las glicoproteinas. Esta importante actividad inhibidora hace que la
Swainsonina posea diversas propiedades bioldgicas que la convierten en un valioso
agente terapéutico potencial para el tratamiento de diversas enfermedades. Entre las
propiedades asociadas a este alcaloide estan la actividad antiviral, antitumoral,

antimalaria, antiinflamatoria, inmunosupresora y antidiabética. (Lo Re et al. 2008).

Asi como también ha sido probado como tratamiento para glioma y carcinoma
gastrico. Sin embargo, una prueba clinica en fase Il de GD0039 (una sal hidrocldrica de
Swainsonina) en 17 pacientes con carcinoma renal no fue satisfactoria. Su actividad

contra tumores se atribuye a la estimulacién de macréfagos.
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También, existen estudios del alcaloide como adyuvante de quimioterapia y otras
terapias (Goss et al. 1994). En ratones, Swainsonina reduce la toxicidad de doxorubicin,
gue es una droga empleada en la terapia del cancer; esto indica que los pacientes que
se someten a este tratamiento, con la administracion del alcaloide soportarian
mayores concentraciones de doxorubin. El ensayo en ratones sobre la reposicion de la
médula ésea dafiada, se ha comprobado que Swainsonina es capaz de promover este

proceso de restauracion.

Se ha demostrado que el alcaloide Swainsonina es un inhibidor especifico de la a-
manosidasa (Kang et al. 1983) (Dawn, 1984). En adicidn, se ha determinado que este
alcaloide es un potente inhibidor del proceso de las glicoproteinas (Arumugham et al.

1983) (Cenci et al. 1983) (Elbein, 1980,1981, 1983,1984) (Gross et al. 1983)

En relacion a la participacion del alcaloide en vias metabdlicas y de sintesis de
compuestos. La Swainsonina inhibe a las glucésido hidrolasas, especificamente en las
uniones —N de glicosilacién. Inhibe a la alfa-manosidasas Il del aparato de Golgi, por lo
tanto provoca glucidos hibridos (Goss et al. 1994). Esto quiere decir que interviene en

la ruta metabdlica de glicosilacién de carbohidratos N-glicoproteinas. (Tabla 5)

La glicosilacion o glucosilacidn proteica es el proceso de adicion de carbohidratos a una
proteina. El destino de las proteinas a las que se le ha anadido una cadena de glucidos
(glicoproteinas) es ser secretadas o formar parte de la superficie celular, aunque
algunas proteinas nucleares y citosdlicas también estan glicosiladas. Los carbohidratos
de las glicoproteinas tienen funciones relacionadas con el plegamiento de proteinas en
el reticulo endoplasmatico rugoso (REr), en el destino de la proteina en los
compartimentos intracelulares y en las interacciones célula-célula. (Gonzales et al.

2008)

Hay dos familias de glicoproteinas, N-glicoproteina: los carbohidratos se unen al grupo
amino de la cadena lateral del aminoacido asparagina (glutamina).y O-glicoproteina:
en este caso, el punto de unién es el grupo hidroxilo de las cadenas laterales de los
aminodcidos serina y treonina. Los carbohidratos que se unen directamente a estos
sitios son normalmente N-acetilglucosamina y O-acetilgalactosamina, respectivamente

(Gonzales et al. 2008).
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Tabla 5. Funcidn de cada unidad de glicano que se une a la proteina en formacién en el

Reticulo Endoplasmico Rugoso *

Glicano Modo de generacion Funcion

Glc3Man9GIcNAc2 | Transferido por Complejo
El glicano es transferido por

oligosacariltransferasa
OST desde OS-PP-Dol

(OST)

GlcZMan9GlcNAc2 Inhibicién de la unién a OST.

Glucosidasa I Libera la glicoproteina para

iniciarse el plegamiento

Glc1Man9GIcNAc2
Une las chaperonas del RE:

calnexina y calreticulina; ayuda
al reclutamiento de la
Glucosidasa Il Oxidoreductasa ERp57. Evita la
agregacion de proteinas. Inhibe
el plegamiento global y retiene

a las glicoproteinas en el RE.

Man9 GlcNAc2 Libera las chaperonas y ocurre
el

Glucosidasa Il plegamiento y la maduracién
dela
proteina

Man8 GlcNAc2 Marca al sustrato para la via

Manosidasa I del RE ERAD, cuando esta es una
proteina mal plegada

ManX GlcNAc2 Se une a ERGIC-53 enel REylo
marca con destino ERGIC

Manosidasa Il del RE cuando esta acoplada a una
proteina plegada

apropiadamente.

! Herbert, DN, Garman, SC, Molinari, M. 2005. Trends in Cell Biology 15(7):364-370.).
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La propiedad de la Swainsonina de actuar en esta ruta metabdlica de glicosilacion de
N-ligada; demuestra que es un potente inhibidor de alfa manosidasa Il (K;=40nM). Pero
no a las de tipo I, es por eso que el corte procede en cuenta al MansGIlcNAc, (Figura
8).En la figura hay bastantes secuencias que pueden ser aifiadidas en los terminales con
preferencia de adicion a las complejos estructurales de brazos B1- GIcNAc-(mostradas
a la derecha).También se muestra una via alterna no dependiente de manosidasa Il.
Enzimas: aG=a-glucosidasa; aMl=a-manosidasa I; aMll=a-manosidasa Il; TI, TII, TIV,

TV= GIcNAc-Ts respectivas. Inhibidores de glucosidasa: SW= Swainsonina®

Figura 8. Grafico de la ruta metabdlica del procesamiento de glicanos N-ligados llevado

a cabo en el aparato de Golgi.
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A diferencia de otros alcaloides del mismo tipo, como la castanospermina, 1-
deoxinojirimicina o 1- deoximanojirimicina; la Swainsonina es un inhibidor del
procesamiento de carbohidratos mas potente que los mencionados en un cultivo

celular (IC50=0.1uM)(Goss et al. 1995).
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Los cambios en los patrones de glicosilacién de las glicoproteinas celulares constituyen
un sello distintivo en el cdncer humano e influye en la progresién del tumor, sugiriendo
que los inhibidores de glicosidasas controlan la progresién del cancer. Los estudios de
la Swainsonina como inhibidor natural de la alfa-manosidasa Golgi son innovadores
para la aproximacion al tratamiento del cancer. Se han desarrollado una variedad de
pirrolidinas andlogas a la Swainsonina como potentes inhibidores de la alfa-
manosidasa capaces de poseer efecto antiproliferativo en las células cancerigenas

humanas (Geber-Lemaire et al., 2010).
2.5. Fuentes Vegetales y Fungicas de Swainsonina

El compuesto tdxico primario de Astragalus; Swainsonina, que ahora se cree que son
producidos por los Oxytropis Undifilum endofitos (Pryor et al., 2009) y que se hace
referencia como Embellisia Oxytropis (Braun et al. 2003, Ralphs et al., 2008, Lu et al.

2009).

Hasta ahora, 10 cepas de endoéfitos han sido aisladas de Oxytropis. glabra en Mongolia
interior por Lu (2009). Cuarenta y dos cepas de enddfito se han aislado de Astragalus
variabilis, Astragalus strictus, Oxytropis glabra, Oxytropis kansuensis, Oxytropis
ochrocephala, Oxytropis glacialis, y Oxytropis sericopetala. De estas, 11 cepas
producen Swainsonina y nueve y se han clasificado como Oxytropis Undifilum de
acuerdo tanto con la caracteristica morfoldgica y analisis de la secuencia 5.8SrDNA/ITS

(Yu et al. 2009).

El efecto de diferentes macro y micro elementos utilizados a lo largo de Ia
fermentacion con fuentes de carbono y nitrégeno para la produccién de alcaloides por
biomasa fungi es importante (Amici et al, 1966 y 1967), la concentracién de fosfato en
el medio juega un papel mas importante. El agotamiento de fosfato en el medio, que
es un factor limitante del crecimiento, es considerado esencial en la produccién de

metabolitos secundarios (Amici et al 1969).

La adicion de algunos productos quimicos como glicoles aumenta el rendimiento de
alcaloide (Waseemuddin et a/ 2010). Un efecto negativo en lugar de especifico del

fosfato inorganico surge de su capacidad para inhibir y/o reprimir fosfatasas.
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Debido a intermediarios biosintéticos de ciertas vias son fosforilados mientras que el
ultimo producto no est3d, las fosfatasas se requieren a veces en biosintesis. (Krebs et al
1979) Fosfato también parece interferir en muchas rutas metabdlicas secundarias no

se sabe que tienen intermedios fosforilados.
2.6. Método Extractivo y Fermentativo

Por lo tanto, gracias a sus aplicaciones, los metabolitos secundarios de las plantas son
objeto de la mayoria de investigaciones, pero su extraccion como parte de la
fitoquimica o las investigaciones bioldgicas, representan desafios especificos que
deben estar dirigidos por procesos de extracciéon por solventes. Ya que para obtener
los metabolitos secundarios de las plantas se necesitan procesos de extraccion, el

ampliamente empleado es la extraccion solido-liquido.

Para la obtencidn de metabolitos secundarios se emplean normalmente métodos
comunes de separacion y purificacién de compuestos quimicos, que se aplican a diario
las industrias de produccion de activos y en los laboratorios farmacéuticos como un

proceso basico para la obtencion de compuestos quimicos puros.

Se refiere a la extraccién de uno o varios componentes solubles de un sélido mediante
el contacto de éste con un solvente liquido selectivo. Esta operacidon también recibe el
nombre de lixiviacidn, preferentemente en industria minera o de percolacién cuando
el solvente estd a temperatura cercana a su punto de ebullicién. Es muy usada para
extraer sustancias inorgdnicas, solubles, de minerales sdlidos. (Orozco et al. 2000). Las
extracciones exitosas de metabolitos comienzan con una seleccion y preparacion del

material vegetal.

Durante la extraccion, se han desarrollado gracias a la investigacion de procesos
industriales y farmacéuticos para la obtencidon de principios activos; una gama de
técnicas, que varian en costo y nivel de complejidad, pueden ser utilizadas para la
extraccién de alcaloides a partir de material vegetal. Para la mayoria de aplicaciones,
relativamente técnicas simples, tales como filtracién y maceracién, son eficaces y

econdmica.
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Sin embargo, algunas aplicaciones especificas, requieren mas sofisticado y costosas
técnicas de extraccién con equipo especializado, tal como el utilizado en la destilacién

de vapor de gran escala y-supercritico extraccién de fluidos (SFE), cromatografia.

Los métodos de extraccidon con solventes se pueden clasificar como continua o
discontinua. En continuo (por ejemplo, la percolacién y extraccion Soxhlet), los flujos
de disolvente a través del material de la planta de manera continua. Como
constituyentes difundirse desde la planta en el disolvente circundante, el disolvente se
vuelve cada vez mas saturado, pero debido a que el disolvente estd fluyendo

continuamente, el disolvente saturado se sustituye a menos saturado con disolvente.

En el caso de discontinua métodos, el disolvente se afiade y se retira en lotes. Por lo
tanto, una vez se alcanza el equilibrio entre la concentracién de soluto dentro de la
planta material y la concentracién en el disolvente de extraccién, esencialmente
detiene hasta que se decanta el disolvente y se reemplaza con disolvente nuevo.
Independientemente de la técnica de extraccion utilizado, la solucion resultante debe

ser filtrada para eliminar cualquier particula restante.

Los extractos se pueden concentrar a presion reducida en un evaporador rotatorio o
secado bajo una corriente de nitrégeno. Si se utiliza un rotavapor, es aconsejable
mantener la temperatura del bafio de agua por debajo de 40 ° C para evitar la

descomposicién de los componentes termolabiles.

Para la extraccion de alcaloides del tipo Swainsonina se han empleado como pre-
tratamientos a la extraccién reflujo, macera, extraccidon en soxhlet, ultrasonido, ya que
los vapores en expansién desde cualquier aparato presurizado aumentan la porosidad
debido a la explosién, al igual que la evaporacion a partir de las células de sélidos. Una
alternativa a esto es el uso de ultrasonido para destruir las paredes celulares y facilitar

la extraccion. (Jorg Bart et al. 2012; Wang et al. 2010; Eere et al. 2009).

En cuanto a los procesos de extraccidn y purificacion de alcaloides a partir de células
microbianas es necesario considerar unos pasos esenciales tales como: la separacién
del (los) alcaloide (s) de la parte principal de las sustancias no-alcaloideas, también

consideran que las plantas contienen mas de un alcaloide (Verma et al. 2007),
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Para dar un ejemplo, como: los alcaloides de la cinchona que es un género de plantas
fanerégamas del orden de las Gentianales de la familia de las Rubiaceae. La quinina, un
alcaloide con propiedades antipiréticas, antipaludicas y analgésicas. El descubrimiento
de sus propiedades supuso una revolucién en medicina, y aun, hoy en dia, sigue siendo
utilizada la quinina con fines médicos. (Cuvi et al. 2011). En referencia a la cichona, se
han encontrado mas de veinticinco alcaloides, si se toman en cuenta los métodos de
separacion de cada alcaloide de la mezcla de alcaloides obtenidos, los estudios han
utilizado diversas técnicas de separacidn, por ejemplo, la cromatografia liquida
preparativa de alto rendimiento (HPLC) la cromatografia en columna, por la ayuda de
cromatotrdn, y cromatografia en capa fina de alto rendimiento (HPTLC). En resumen

las técnicas cromatograficas son las mas efectivas.

En referencia a los métodos de obtencién de alcaloides, existen los métodos generales
de aislamiento de los alcaloides en gran medida dependen de varios factores vitales,
como por ejemplo: (a) la naturaleza alcalina de la mayoria de los alcaloides, (b) la
capacidad y la facilidad de formacién de sales de alcaloides con acidos, y (c) la relacion
de solubilidad de las sales resultantes alcaloides o bien en disolventes organicos
polares, por ejemplo, etanol (C,H¢0), cloroformo (CHCL3), isopropanol (CsHgO), etc, o

en medio acuoso.(Djilani et al 2006)

Duoc (2012) indica los siguientes cinco pasos como los mas importantes y vitales, a
saber para la extraccién de alcaloides; estos son (a) Preparacion de la muestra (b) la
liberacion de la base de alcaloide libre (c) Extraccion de la base de alcaloide con
disolvente orgdnico (d) Purificacion del extracto alcaloide crudo y (e) Fraccionamiento

de alcaloides crudo.

En referencia al paso primer paso de preparacion de la muestra. Lo mas comun
encontrado en diferentes referencias bibliograficas es la primero la deshidratacién del
material y luego pulverizacién, otra es la congelacién y liofilizacion del material (Lihong
et al. 2007), la finalidad es reducir le material vegetal a un polvo moderadamente
gruesa por los medios adecuados con amoladoras y tamices, para aumentar la
superficie de contacto del disolvente con los tejidos de soporte rotura de alcaloides y

células.
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En el caso de sustancias de plantas que son ricas en aceites y grasas, tales como: las
semillas, granos, estos componentes quimicos no alcaloides necesitan ser
completamente eliminado por extraccién mediante un disolvente no polar como n-
hexano (Ce¢H14), éter de petréleo ligero, en una aparato soxhlet, o a reflujo que no

extraerd los alcaloides en cuestion. (Duoc et al 2012)

El siguiente paso es la liberacién de alcaloides como bases, esto ocurre debido al
comportamiento de los alcaloides que al ser bases reaccionan con un acido para
producir una sal, las sales son mads solubles en agua y tiene un punto de fusién mas
alto que los aminos originales (Amstrong et al 2011). Por lo tanto, cuando la sustancia
vegetal estd expuesta a un medio alcalino, las sales de alcaloides se convierten

facilmente en el correspondiente alcaloide base.

La eleccion de una base mineral adecuado (alcalino) para la facilidad de liberaciéon del
alcaloide de las sales no sélo es muy importante, sino también igualmente significativo
y en gran medida dependen de los factores siguientes, a saber el estado natural de los

alcaloides:

Se ha observado que la sal de un alcaloide fuertemente basica con un acido mineral
por lo general tiende a someterse a escision bajo las influencias de una base mas
fuerte. Del mismo modo, la sal correspondiente de un alcaloide débilmente bésico y un

acido orgdnico relativamente débil requerira una base mas débil para su escision.

También es importante conocer las caracteristicas quimicas de la base alcaloide, ya
que el uso de ejemplo, el alcali fuerte, hidroxido de sodio (NaOH) o hidréxido de
potasio (KOH) debe evitarse en la medida de lo posible en virtud del hecho de que

ciertos alcaloides sufrir hidrélisis en contacto prolongado con una base fuerte.

Muchos autores recomiendan el uso del hidréoxido de amonio en especial para la
Swainsonina (Wang et al. 2011; Ebere et al. 2009 Zhong-Ze Ma et al. 2008; Gartz et al.
1994; Adams et al. 1996; HanglLu et al. 2012; Lihong et al. 2011; Verma et al. 2007); ya
que es una solucion diluida de hidréxido de amonio siendo uno de los mas selectos y
mas frecuentemente usados para la liberacién de los alcaloides de las fuentes

vegetales. Goza de una doble ventaja:
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— En primer lugar, siendo su alcalinidad adecuada para liberar la mayor parte de
los alcaloides comunes,

— Por segundo, su naturaleza volatil de modo que se puede eliminar por
evaporacion del disolvente. Ya que tiene una tendencia a ser extraido por
disolvente de éter a partir de la solucién acuosa, por lo tanto, es casi necesario
deshacerse de él por evaporaciéon y posterior lavado repetidamente.

(Harrington et al 2011).

La extraccidn de la base de alcaloides pueden ser con tres solventes miscibles en agua
tales como: metano (CH40), etanol (C3HgO), isopropanol (CHCL3), por lo tanto, estos
disolventes mismas también se pueden emplear para la extraccidn de las sustancias de
la planta. La otra es la extraccion con disolventes inmiscibles en agua, los mas
ampliamente utilizados son: cloroformo (CHCL3), éter dietilico ((C,Hs),) (éter de

disolvente) y éter isopropilico (((CH3),CH),) (Duoc et al 2012)

Curiosamente, el cloroformo (CHCL3) es considerado como el mas fino disolvente
inmiscible en agua para un amplio espectro de alcaloides presentes en el reino vegetal

y extractos de ellos con diferentes grados de facilidad (Armstrong et al. 2011)

Sin lugar a dudas, siendo el agua un disolvente polar excelente y barato absolutamente
para la extraccion de alcaloides, pero si ofrece un enorme volumen de desventajas ya
qgue lleva consigo un gran numero de otros componentes de la planta, por ejemplo:
azucar, pigmentos (por ejemplo, clorofila), almidones, taninos, proteinas, que en
ultima instancia, pone a través de una pérdida colosal de tiempo, energia y productos

quimicos.

Una vez obtenido el extracto alcaloideo, es necesaria la purificaciéon, puede ser
sometida a extraccion con soluciéon de acido. El uso de acido clorhidrico (HCI) se
restringe cuando permanece cloroformo como disolvente por el hecho de que un buen
numero de hidrocloruros de alcaloides pocos son claramente soluble en el segundo.
Sin embargo, diluir acido sulfurico (H,SO4) siempre se prefiere sobre acido clorhidrico
(HCI) para uso general en la extraccién de alcaloides. Posteriormente, la solucion acida
se hace alcalina con solucién diluida de hidréxido de amonio (NH4OH) para liberar los

alcaloides que se extraen con un solvente orgénico.
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El disolvente se elimina a presién reducida y las trazas de humedad se eliminan con

sulfato de sodio anhidro (Na,S04).

Existe la formacidon de emulsiones que se pueden separar por centrifugacion, y para
descartar la presencia de componentes extranjeros interferentes tales como:
pigmentos, resinas, ceras, aceites y grasas, se emplea una solucion de 2.5-5% (w/v)
(peso-volumen) de acetato de plomo (Pb (C,H30,),), el exceso de plomo presente en
el filtrado se elimina mediante la adicion de fosfato de sodio (H3PO4) (Atkins et al

2007).

Los métodos extractivos son una manera de obtener metabolitos, sin embargo en el
caso de obtencidn de metabolitos por fermentacién es necesario un paso previo: la
fermentacion, ya que en el caso de plantas no hacemos ningun proceso para que la
planta los produzca, a menos que sea por crecimiento in-vitro. Es por esta razén que es
importante introducir la fermentacién como método de obtencion de metabolitos que

va de la mano con los métodos extractivos.

Fermentacion se interpreta como cualquier proceso para la produccién de un producto

por el cultivo en masa de microorganismos. (EI-Mansi et al 2006).

La aplicacién de la fermentacién microbiana es amplia; se pueden clasificar en los

siguientes grupos: (Stanbury et al. 1995).

(a) las que producen células microbianas (biomasa) como el producto.

(b) Las que producen metabolitos microbianos.

(c) Los que producen enzimas microbianas.

(d) Los que modifican un compuesto que se afade a la fermentacidn los procesos
de transformacion,

(e) Los que producen productos recombinantes.

Se debe tener en cuenta la capacidad de los cultivos para la produccién durante las

diversas fases, porque, aunque el metabolismo de las células en fase estacionaria sea
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considerablemente diferente de la de los logaritmicos, es de ninguna manera

estacionaria.

Bu'Lock (1996) propuso una terminologia descriptiva del comportamiento de las
células microbianas que consideran el tipo de metabolismo en lugar de la cinética de
crecimiento. Tropofase el término fue sugerido para describir la fase logaritmica. Los
metabolitos producidos durante la tropofase se conocen como metabolitos primarios.
(Tabla 6). Ademas, sugirié el término idiofase para describir la fase de un cultivo en la
que los distintos productos de los metabolitos primarios son sintetizados, los
productos que no tienen un papel obvio en la celda metabdlica. Los metabolitos

producidos durante la idiofase se refieren como los metabolitos secundarios.

Tabla 6. Ejemplos de metabolitos primarios y su uso comercial®

Metabolito Primario Fuente Microbiana Uso Comercial
Etanol Saccharomyces cerevisiae Antibidtico
Acido Citrico Aspergillus niger Industria alimentaria
Licina Corynebacterium glutamicum Saborizante
Polisacaridos Corynebacterium glutamicum Aditivo alimentario
! Stanbury et al 2000

Se observa que los metabolitos secundarios tienden a ser sintetizado a partir de los
productos intermedios y productos finales del metabolismo primario. Aunque las
principales rutas metabdlicas son comunes a la mayoria de los microorganismos, cada
metabolito secundario seria sintetizado por taxones microbianos. Ademds, no todos
los taxones microbianos sufren un metabolismo secundario, sino que es una
caracteristica comun de los hongos filamentosos y bacterias. La gama de productos
secundarios producidos es enorme (Tabla 7). Y la tecnologia de biorreactores ha

logrado domesticar las cepas microbianas para el beneficio humano, mediante tipos de
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cultivo, variaciones de condiciones para que se produzca le metabolito e inclusive
modificarlos genéticamente para que produzcan metabolitos que no pertenecen a si

metabolismo.

Tabla 7. Algunos ejemplos de metabolitos secundarios microbianos y su uso comercial*

Metabolito Secundario Uso Comercial
Penicilina Antibiotico
Cefalosporina Antibidtico
Streptomicina Antibidtico
Pestatina Tratamiento de Ulceras
Ciclosporina A Inmunosupresién
Giberelina Regulador de Crecimiento de vegetales
Lovastatina Inhibidor de sintesis de colesterol
Stanbury et al 2000

Para el cultivo de microorganismos con el fin de obtener una bioproduccion mediante

biorreactores, existen tipos de cultivo (Inghan et al. 2007):
— Cultivo Discontinuo (Batch Culture)

Un cultivo solo crecera en un medio de cultivo si contiene todos los nutrientes
necesarios en una forma disponible y si son adecuados el resto de los factores
ambientales. El método de cultivo mas simple es el cultivo discontinuo en el que el
microorganismo crece a partir de una limitada cantidad de medio hasta que se agota
un nutriente esencial o se acumulan productos toxicos hasta niveles que inhiben el
crecimiento. En un sistema discontinuo el cultivo pasard por una serie de fases. El
crecimiento no comienza inmediatamente después de la inoculacién del medio de
cultivo, el periodo previo al crecimiento activo se denomina fase de latencia que puede

considerarse como un periodo de adaptacion.

— Cultivo Discontinuo Alimentado,; Batch Alimentado (BA) o Fed Batch
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Describe a un cultivo discontinuo al que se le afiade secuencialmente medio fresco sin

la eliminacién del cultivo crecido. Por lo tanto, aumenta con el tiempo.

Esta técnica se define como un cultivo en batch donde se alimenta continuamente
medio nutritivo fresco o alguno de sus componentes. Si el nutriente que se alimenta es
el limitante del crecimiento, esta técnica permite controlar la velocidad de crecimiento
(m) del microorganismo. El BA es particularmente Util en procesos en los que el
crecimiento celular y/o la formacién de producto son sensibles a la concentracion del
sustrato limitante, es decir cuando el rendimiento celular o la productividad de la
biomasa o del metabolito buscado se ven afectados. Asi, este método se emplea
cuando se quieren evitar fendmenos de inhibicidn por sustrato y se requiere alcanzar

una alta concentracion de biomasa.

— Cultivo Continuo

De los tres métodos usuales para el cultivo de microorganismos, batch, batch
alimentado y continuo, es este ultimo el que ofrece mayores posibilidades de control.
Por sus caracteristicas especiales permite controlar el proceso a un valor de velocidad
especifica de crecimiento (m) prefijado de manera muy simple. Este punto es de suma
importancia ya que el comportamiento de la mayoria de los microorganismos se ve

afectado por el valor de m al que estan creciendo.

Mediante el cultivo continuo es posible estudiar el efecto sobre el proceso de variables
como PH, temperatura, concentracién de nutrientes, etc., manteniendo constante el
valor de m, o bien, fijadas las anteriores, analizar el efecto de m sobre el proceso. De
este modo es posible separar los distintos efectos y obtener informacidn valiosa para
la mejora del proceso.Para poner en marcha un cultivo continuo, se realiza
previamente un cultivo batch y en un momento dado, normalmente cuando se agota
el substrato limitante, se comienza a alimentar el biorreactor con medio de cultivo

fresco a un caudal

— Cultivo Superficial.

La fermentacién en cultivo superficial, se caracteriza porque las bacterias se

encuentran en contacto directo con oxigeno gaseoso, o situadas en la interfase liquido-
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gas, como es el caso del método Orleans o bien, fijadas a soportes de materiales tales

como virutas de madera.

Este sistema constituye el primer paso hacia la industrializacion del proceso de
fabricacion de vinagre y es también precursor de las bacterias inmovilizadas. A pesar
del avance tecnolégico, éste método presenta desventajas, como la pérdida de
sustancias volatiles por evaporacion; el material de soporte, como las virutas de
madera, se contamina facilmente y es preciso reemplazarlo cada afio; ademas es un

proceso lento, por lo que se ha optado por el proceso de fermentacién sumergida.
— Cultivo Sumergido.

La fermentacién en cultivo sumergido ha sido descrita por Ebner (1993 y 1999) los

cuales sugieren una fermentacion discontinua y continua.

En los cultivos sumergidos los nutrientes se encuentran forma liquida y los
microorganismos se desarrollan flotando libremente en el volumen de medio de
cultivo o formando agregados mds o menos esféricos (pellets) en el caso de los cultivos

de hongos
2.7. Métodos de Identificacion por TLC y HPLC

En el analisis de alcaloides, la cromatografia en capa fina (TLC) ha sido ampliamente
empleada mas que cualquier otra técnica cromatografica, evidenciado por la gran
variedad de papers cientificos publicados. Las técnicas de cromatografia permiten
tomar ventaja del hecho de que diferentes sustancias se parten de forma diferente
entre dos fases, una fase moévil y una fase estacionaria. En cromatografia de capa fina,
o TLC, la fase movil es un liquido y la fase estacionaria es un sélido absorbente. (U.
Wisconsisn et al. 2012). Para poder sintetizar el fundamento de TLC, existe una mezcla
(A+B) que debe ser separada es disuelta en un solvente y la solucidn resultante se
encuentra plasmada en manchas en una placa por la accién de capilaridad (Baerheim
et al. 1983). Un solvente o una mezcla de solventes denominada fase movil, tiene la
capacidad de ascender por la placa por capilaridad; por lo tanto la mezcla correra junto

con la fase mévil; pero debido a que una sustancia es fuertemente absorbida (A) ésta
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tendra mayor fraccion de sus moléculas adsorbidas y por lo tanto esta molécula pasara

mas tiempo estacionada y correrd menos.

En cambio, una sustancia de adsorcion débil (B) tendra menos de sus moléculas
adsorbidas por la capa de TLC y pasara mas tiempo moviendo a mas velocidad. (Tabla

8)

La fase estacionaria; ya que para realizar la cromatografia en capa fina es necesaria
una placa donde colocar el material a separar; ésta placa posee una fina capa (0.25mm
aprox.) de muchos materiales diferentes que son capaces de retener ambos
disolventes y solutos. Los dos mds comunmente usados como fase estacionaria

(adsorbente) son gel de silice (SiO;) y alumina (Al,O3).

Ambos compuestos se suministran con pulverizados finamente y en condiciones
estériles. Los centros activos en la superficie de los adsorbentes no poseen el mismo
poder de adsorcién. Esto es una consecuencia de la especial orientacion, el caracter

quimico y la conformacion de los lugares de adsorcion (Kruiswikj et al. 2005).

Tabla 8. Disposicion de compuestos de acuerdo a su polaridad y su velocidad de

corrido, es decir orden de elucién en la placa de cromatografia de capa fina.*

POLARIDAD ORDEN DE ELUCION TIPO DE COMPUESTO
Menor Menor Retencién Alcanos Alquenos
Eteres

Derivados Halogenados
Aldehidos Y Cetonas
Esteres

Aminas

Alcoholes

Fenoles

Mayor Mayor Retencion Acidos Carboxilicos

Ywall et al 2005
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La silica gel es el adsorbente empleado en TLC para andlisis de alcaloides. Debido a que
los grupos silanol no poseen fuertes propiedades acidas (pH 1-5), es posible la quimio-
adsorcién de compuestos basicos. El fendmeno de quimio-adsorcién sucede
empleando una fase movil o impregnando la silica con buffers basicos o minerales
basicos. Los alcaloides pueden ser “cromatografeados” es forma de sales, usando fases

moviles polares y dcidas.

Sin embargo al eleccion de un solvente apropiado para la muestra se encuentra
determinada por la polaridad del alcaloide (acido o base) ; el caso del cloroformo es el
solvente de mayor eleccidon ya que es donador de protones, se puede agregar etanol

metanol para compuestos mas polares. (Baerheim et al. 1983).

Hay muchos factores que determinan la eficiencia de la separacion por cromatografia.
El adsorbente debe demostrar una selectividad maxima para la sustancia que esta
siendo separada y los componentes de la fase mdvil también deben mostrar elevada
selectividad en su habilidad para disolver las sustancias que estan siendo separadas. El
hecho de que una sustancia es relativamente soluble en un disolvente puede dar lugar

a su se eluyd mas rapido que otra sustancia.

El orden de elucion de un compuesto se incrementa al aumentar la polaridad de la fase
movil o eluyente. La fase movil puede ser un disolvente Unico o dos miscibles de
distinta polaridad. En el siguiente recuadro se recoge por orden creciente de fuerza

eluyente los disolventes mas comunmente empleados.

En general, estos disolventes se caracterizan por tener bajos puntos de ebullicion y
viscosidad, lo que les permite moverse con rapidez. Raramente se emplea un
disolvente mas polar que el metanol. Usualmente se emplea una mezcla de dos
disolventes en proporcion variable; la polaridad de la mezcla sera el valor promediado
en funcién de la cantidad de cada disolvente empleada. La retencion se puede explicar
en base a la competencia que se establece entre el soluto a separar y la fase mévil por

adsorberse a los centros activos polares de la fase estacionaria. Asi, las moléculas de
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soluto se encuentran adsorbidas en la fase estacionaria y a medida que se produce la

elucién van siendo desplazadas por la fase movil.

Tabla 9. Listado de clasificacion de compuestos para fase moévil de acuerdo a su

capacidad de movilidad en la placa !

Menor éter de petrdleo (hexano, pentano)
ciclohexano tetracloruro de carbono
benceno diclorometano

cloroformo Eter (anhidro)

Acetato de etilo (anhidro)

Acetona (anhidro)

etanol

metanol

agua

piridina

Mayor acidos organicos

'Wall et al 2005

Existen factores que determinan la retencion de los compuestos tales como la
polaridad del compuesto (Tabla 9), que estan determinada por el nimero y naturaleza
de los grupos funcionales presentes. Los solutos mds polares quedardan mas retenidos
puesto que se adsorben mas firmemente a los centros activos de la fase estacionaria,
mientras que los no polares se eluirdn con mayor facilidad. Luego naturaleza del
disolvente. Asi, para un mismo compuesto, un aumento en la polaridad del disolvente

facilita su desplazamiento en la placa.

Para TLC la velocidad a la cual la fase modvil o el solvente eluyente corren es muy
importante. El coeficiente de velocidad es “k”, un valor elevado indica un tiempo de
analisis mas corto (Tabla 10). La velocidad de corrido no es constante, esta crece y
decrece con el peso del solvente. Es por eso importante determinar Kk a una cierta

distancia.
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Con respecto a la técnica de aplicacion de la muestra en la placa; la muestra a separar
se aplica generalmente como un punto pequeiio (1 a 2 mm de didmetro) de la solucidn

aproximadamente 1 cm del extremo de la placa opuesto al mango (Skoog et al 2008).

La adicién se puede hacer con una micropipeta preparado por calentamiento y extraer
un punto de fusién capilar. Como una pequefia muestra de lo posible se debe utilizar,
ya que esto reducird al minimo de asimetria y la superposicién de manchas; el limite
inferior es la capacidad de visualizar las manchas en la desarrollado cromatograma

(Kruijwij et al 2005).

Tabla 10. Listado de compuestos de acuerdo a su adsortividad hacia la palca silica gel*

MENOR
hidrocarburos saturados; haluros de alquilo
Hidrocarburos no saturados; alkenyl haluros
Hidrocarburos aromaticos; haluros de arilo
hidrocarburos polihalogenados
Eteres
Los ésteres
Los aldehidos y cetonas
Alcoholes

MAYOR Acidos mas fuertemente adsorbido y bases
(aminas

wall et al 2005

Es necesario para el proceso de corrido, tener una camara cromatografica o la manera
mas econdmica es con un beaker y una luna reloj. Sin embargo, es recomendable el
uso de una camara profesional con tapa esmerilada, ya que las fases moviles poseen
compuesto volatiles utiles para la corrida a lo largo de la fase estacionaria de silice.

(Wall et al. 2005).
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Una vez que el cromatograma es realizado, es muy usual que la mayoria de
compuestos, por ejemplo alcaloides no poseen un color a observar. Muchos de los
compuestos absorben la luz UV o exhiben fluorescencia cuando son excitados por la

luz visible o UV, pero la mayoria y en especial los alcaloides necesitan un revelador.

Tabla 11. Ecuacién del coeficiente de velocidad “k” y sus respectivos simbolos

indicados a la derecha de la tabla.®

Ecuacion Términos

X; = distancia entre la situacion basal y frontal
xs= distancia entre la superficie y la linea base

solvente
_ (Xf + Xs)2

te + t

k t; = tiempo de funcionamiento entre la situacion
basal y frontal
t; = tiempo de funcionamiento entre la superficie y

la linea base solvente

YKruiswijk et al (2005)

Por lo tanto, muchos compuestos se han desarrollado para provocar reacciones con el
corrido cromatografico basandose en las reacciones quimicas. La lista de reveladores
para TLC es amplia, reflejando la versatilidad de las técnicas de deteccién.(Wall et al
2005). Algunos reactivos son reveladores universales, ya que con ellos se puede
visualizar una amplia gama de compuestos, en este grupo estan las soluciones acidas y
vapores, vapor de amonio, fluorescina, diclorofluoresceina y yodo. Algunos reactivos
provocan una desnaturalizacién de los compuestos en las placas cromatograficas
dejando atras un rastro. Otros emplean reacciones termoquimicas .La relacién entre
las distancias recorridas por el soluto y por el eluyente desde el origen de la placa se
conoce como Rf, y tiene un valor constante para cada compuesto en unas condiciones
cromatograficas determinadas (adsorbente, disolvente, tamafio de la cubeta,

temperatura, etc.).
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Debido a que es practicamente imposible reproducir exactamente las condiciones
experimentales, la comparacidon de una muestra con otra debe realizarse eluyendo

ambas en la misma placa.

En TLC, con el fin de obtener una evaluacidn cuantitativa del comportamiento de un
compuesto en TLC, se utiliza Rf, que es una escala relativa de la distancia que el

compuesto se movid.

Figura 9.Esquema de la placa cromatografica TLC, para poder determinar el valor Rf

Fuente del R, = f
Disolvente ! y
A Xa
R =—
_9 f@ =y
B Y Xp
i @ Rrw) =+
e Ry > Ry
Origen  <At--=b---=—- -~ B es mas polar que A

'Wall et al 2005

Rf es define como la distancia del compuesto movido dividido por la distancia del
disolvente movido (de donde el compuesto fue descubierto) (Figura 9). Asi, la escala es
lineal, con Rf = 0 correspondiente a un punto que no se mueve, y Rf = 1
correspondiente a un punto que se movia con el disolvente hasta el fondo de la placa

(Skoog et al 2008). Cada compuesto tiene su propio Rf.

En cuanto a la Cromatografia Liquida de Alto Performance HPLC se clasifica dentro de
la técnica cromatografica de elucion. En ésta, un liquido (fase movil) circula en intimo
contacto con un sélido que es la columna (fase estacionaria); al introducir una mezcla
de sustancias (analitos) en la corriente de fase moévil, cada analito avanzara a lo largo
del sistema con una velocidad diferente que dependera de su afinidad por cada una de

las fases.

Esto supone que después de terminado el recorrido de la muestra por la columna,
cada una de las sustancias introducidas en el sistema eluird con un tiempo diferente,

es decir, estardn separadas.
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Hay tipos de HPLC:

La cromatografia de fase normal : Se caracteriza por separar los compuestos en base a
su polaridad. Esta técnica utiliza una fase estacionaria polar y una fase maovil apolar, y
se utiliza cuando el compuesto de interés es bastante polar. El compuesto polar se

asocia y es retenido por la fase estacionaria.

La fuerza de absorcién aumenta a medida que aumenta la polaridad del compuesto y
la interaccién entre el compuesto polar y la fase estacionaria polar (en comparacién a

la fase mévil) aumenta el tiempo de retencién.

Cromatografia de fase reversa: Consiste en una fase estacionaria apolar y una fase
movil de polaridad moderada. El tiempo de retencién es mayor para las moléculas de
naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter polar eluyen mas
rapidamente. El tiempo de retencién aumenta con la adicion de disolvente polar a la
fase movil y disminuye con la introducciéon de disolventes mas hidrofobicos. La
cromatografia de fase reversa se basa en el principio de las interacciones hidrofébicas
que resultan de las fuerzas de repulsién entre un disolvente relativamente polar, un
compuesto relativamente apolar, y una fase estacionaria apolar. La fuerza conductora
en la unién del compuesto a la fase estacionaria es la disminucién del area del
segmento apolar del analito expuesto al disolvente. Este efecto hidrofdbico esta
dominado por la disminucidon de la energia libre de la entropia asociada con la
minimizacion de la interfase compuesto-disolvente polar. El efecto hidrofébico
disminuye con la adicion de disolvente apolar a la fase movil. Esto modifica el

coeficiente de particién de forma que el compuesto se mueve por la columnay eluye.

Cromatografia de exclusion molecular: La cromatografia de exclusion molecular,
también conocida como cromatografia por filtracion en gel, separa las particulas de la
muestra en funcién de su tamafio. Generalmente se trata de una cromatografia de
baja resolucidon de forma que se suele utilizar en los pasos finales del proceso de
purificacion. También es muy util para la determinacidn de la estructura terciaria y la

estructura cuaternaria de las proteinas purificadas.
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La cromatografia de filtracion molecular es un método de cromatografia en columna
por el cual las moléculas se separan en solucidn segin su peso molecular, 0 mas
precisamente, segln su radio de Stokes. En esta cromatografia, la fase estacionaria
consiste en largos polimeros entrecruzados que forman una red tridimensional porosa.
A los fines practicos, la columnas se empaquetan con pequefias particulas esferoidales

formadas por esos polimeros entrecruzados.

En consecuencia, estas particulas son porosas, y el tamano de los poros es tal que
algunas moléculas (las demasiado grandes) no podran ingresar a esos poros, en tanto
que otras (las suficientemente pequefias) podrdn pasar libremente. Los poros quedan
conectados formando una malla o red, lo cual determina una serie de caminos a ser

recorridos por las moléculas que acceden al interior de esta.

Cromatografia de intercambio idnico: |la retencidn se basa en la atraccion electrostatica
entre los iones en solucidn y las cargas inmovilizadas a la fase estacionaria. Los iones
de la misma carga son excluidos mientras que los de carga opuesta son retenidos por
la columna. Algunos tipos de intercambiadores idnicos son: i) Resinas de poliestireno,
ii) intercambiadores idnicos de celulosa y dextranos (geles) y iii) Silica porosa o vidrio

de tamafio de poro controlado

Cromatografia basada en bioafinidad: Este tipo de cromatografia se basa en la
capacidad de las sustancias biolégicamente activas de formar complejos estables,
especificos y reversibles. La formacidén de estos complejos implica la participacion de
fuerzas moleculares como las interacciones de Van der Waals, interacciones
electrostdticas, interacciones dipolo-dipolo, interacciones hidrofébicas y puentes de

hidrégeno entre las particulas de la muestra y la fase estacionaria.

En cromatografia de liquidos, es posible trabajar en dos modalidades; isocratico,
cuando la fase moévil mantiene la misma composicién durante la elucién y en
gradiente, cuando la composicion de la fase modvil cambia segun una funcidn

dependiente del tiempo. Las partes de un HPLC se encuentran en la Figura 10.

Figura 10. Partes del equipo de HPLC'
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1 Agilent Technologies (2012) Fundaments of High Performance Liquid
Chromatography Ed. HPLC basics.

Cualquier propiedad fisica o quimica que se pueda medir en la disolucién podria
usarse como método de deteccion, los detectores en HPLC no son destructivos. Se
pueden clasificar en: detectores que miden una propiedad de la fase movil y
detectores que miden una propiedad de los solutos. Los principales detectores son:
ultravioleta o visible, fotodiodos, indice de refracciéon, fluorescencia, conductividad
eléctrica, dispersiéon de luz, espectrometria de masas, técnicas electroquimicas, y un
ultimo detector destructivo: detector evaporador de dispersién de luz (ELD), en la que
el efluente de la columna es continuamente evaporada y la luz del vapor es medida;
valido para aquellos solutos que sean claramente menos volatiles que la fase movil, el
eluyente es evaporado con una corriente de nitrogeno dejando una nube de finas
particulas sdélidas que entran en la zona de deteccién de las particulas se detectan por

la luz que procede de un diodo laser y llega al fotodetector por dispersion.

Se han reportado analisis ensayos de analisis para Swainsonina incluyendo
cromatografia en capa fina, cromatografia de gas capilar, LC-MS/MS método. La
espectroscopia de masas es considerada como especifica y de detecciéon universal
método, pero el elevado precio del ensayo, limita su uso como en andlisis de rutina. La
cromatografia de gases capilar brinda una excelente separacion de la Swainsonina e
informacién estructural sobre la no-combinaciéon de Swainsonina con espectroscopia
de masas (GC-MS), pero requiere que las muestras sean derivatizadas con trimetilsilyl
(TMS) antes de analisis (Molyneux et al. 2002). El tratamiento previo requiere mucho
tiempo en la preparacion de la muestra y complicaciones en la reaccién del

tratamiento previo.
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Con el fin de lograr el tratamiento previo reproducible, las condiciones de reaccion son
muy complicadas. La cromatografia liquida sera sin duda la mayor area de crecimiento
y desarrollo al respecto. La habilidad de analizar la Swainsonina sin tratamiento previo

conferird una ventaja particular para la técnica de andlisis del alcaloide.

La Swainsonina posee una estructura altamente soluble en agua y ligeramente
insoluble en solventes no-hidrofilicos, por lo tanto el aislamiento y andlisis por

cromatografia significa una dificultad clara.

Se encuentran registrados protocolos para analisis de Swainsonina mediante HPLC, sin
embargo segun Yang (2012), quien desarrolla una técnica para determinacién de
Swainsonina por HPLC con el detector evaporador de dispersion de luz (ELD),
registrando que mediante este método se pudo analizar satisfactoriamente en
alcaloide asi como informacién de ensayos no satisfactorios como el uso de la columna
C18 no se obtuvo una separacién clara de la muestra, de esta manera queda registrado

gue el método con este tipo de detector es el ideal.
2.8. Perspectivas Futuras

La exploracidn de la biodiversidad del Peru es esencial para el avance tecnoldgico y
cientifico del Pais, ya que es primordial buscar fuentes naturales que posean bioactivos
con fines farmacéuticos. Los alcaloides, son uno de estos metabolitos secundarios
importantes de diferentes fuentes, ya sea vegetal, animal o microbiano; ya que poseen

gran interés para la medicina e industria farmacéutica.

La especie vegetal Astragalus arequipensis comunmente llamada “garbancillo”, es una
hierba encontrada en Huambo - Cotahuasi de la provincia de La Unién, Arequipa; es
considerada una amenaza, sin embargo debido a su contenido fitoquimico, tiene el
potencial para convertirse en una legumbre valorada por sus diversas propiedades
documentadas por otras especies, y por su posible contenido de alcaloide. Y la
exploraciéon de actividad fungica enddfita de la misma planta, brinda la posibilidad de
determinar una relacién planta-microorganismos de cooperacién para la producciéon

de Swainsonina.
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La demostracién de que Astragalus arequipensis (garbancillo) sea una leguminosa
insumo para la produccidon de un metabolito de importancia: Swainsonina, dejaria de
ser vista sélo como un peligro para el ganado y hierba mala a ser valorada por sus
propiedades. Asi como se estableceria una biomasa fungal nativa que produce el
mismo metabolito. Si los hongos enddfitos de Astragalus arequipensis (garbancillo)
resultan ser capaces de producir Swainsonina, se consideraria un aporte para futuras
investigaciones sobre la bioproduccion de éste alcaloide por medios fermentativos
empleando esta especie fungica y los métodos extractivos establecidos en la presente

investigacion, siendo ésta opcidn mds econdmica de obtencidn en sentido de tiempo.

El desarrollo de una técnica por HPLC para la determinacién cuantitativa de
Swainsonina permite facilitar la deteccion del alcaloide para futuros ensayos ya sea en

extractos vegetales o de sangre, en caso de tratamientos.

La comprobacidon de la existencia de Swainsonina en Astragalus arequipensis, que
tiene diversos fines medicinales, se daria mayor importancia a las zonas rurales de
Cotahuasi, asi como también se daria pie a estudios aplicativos del alcaloide a partir de

un vegetal y biomasa nativa.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de Ejecucion

El trabajo de tesis fue ejecutado en los laboratorios H-101, H-403 y H 203 (Laboratorio

de Investigacion del Proyecto Mercurio) de la Universidad Catdlica de Santa Maria.

3.2. Materiales
MATERIAL BIOLOGICO

e Astragalus arequipensis de Huambo - Cotahuasi, provincia de La Unidn-
Arequipa
e Avena entera natural (QUAKER)

e Solanum tuberosum (Papa)
MATERIAL DE VIDRIO

e Asa de Dibrasky

e Asade siembra

e Bagueta de vidrio

e Balén 500 mL

e Beakers: 50 mL, 100 mL, 500 mL
e Fiolasde 5 mL, 10 OmLy 500 mL
e Laminas portaobjetos

e Matraces: 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL.
e Peras de decantacidn: 250 mL

e Pipetas: 1mL,5mL, 10 mL

e Probetas: 100 mL, 1000 mL

e Placas Petri: 50 x 9 mm

e Refrigerante para reflujo

e Tubos de ensayo: 13x100 mm, 16x150 mm

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM = 4 géTSOIL_I'\ICTAA MARIA
REACTIVOS
e Acetato de etilo (C4Hg05)
e Acetato de Sodio (NaCH3COOQ)
e Acetonitrilo HPLC (C2H3CN) MERCK
e Acido acético 1% (CoH40,)
e Acido Bérico (H3BO3)
e Acido clorhidrico concentrado (HCI)
e Acido fosférico (H3PO4)
e Acido sulfurico 5% (H2S04)

e Agar-agar

e aguaultra pura (H,0)

e Carbonato de calcio (CaCO0s)

e Cloroformo HPLC (CHCl3) MERCK
e Cloroformo lab grade (CHCI3) MERCK
e Cloruro de calcio (CaCly)

e Cloruro de cobre

e Cloruro de sodio (NacCl)

e Cloruro férrico (FeCls)

e Glucosa (C6H1206)

e D-lL-Lisina (CeH14N203)

e Dextrosa (C6H1206)

e Estandar de Swainsonina Sigma-Aldrich (St. Louis MO)
e Etanol 96° (C2H¢0)

e Extracto de levadura

o fosfato acido de potasio (K,HPO4) MERCK
e Fosfato monobdsico de potasio (KH,PO4)

e Hidroxido de amonio (NH40H)

e Hidroxido de Potasio (0.40%) (KOH)

e Hipoclorito de sodio 2.5% MERCK (NaClO)
e Metanol (grado HPLC) (CH3-OH) MERCK
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e Molibdato de Amonio ((NH4)2Mo004)
e P-Dimetil-amino benzaldehido (DMBA)
e Peptona
e Sacarosa (C12H2,011)
e Sulfato de amonio ((NH4)2S04)
e Sulfato de calcio (CaS0,)

e Sulfato de magnesio
e Sulfato de Zinc

e Sulfato ferroso

EQUIPOS

e Agitador orbital

e Autoclave vertical a vapor

e Balanza analitica electrénica

e Balanza analitica electrénica

e Camara de flujo laminar horizontal
e (Cdmarade Luz UV

e Estufa de secado y esterilizacién

(MgS04-7H,0)
(ZnSO4)
(FeSO,)

J.P SELECTA ROTATERM
FRAVILL

OHAUS AR 2140
OHAUS Pioneer®PA214
C4 FLOW 180H

CAMAG

J.P SELECTA CONTERM

e Sistema HPLC LaChrom con los mddulos:

e Detector: MERCK HITACHI UV L-7400
e Bomba: MERCK HITACHI L-7100
e Interface: MERCK HITACHI D-7000

e Doble Columna: Chromolith®Performance RP-18e(100*4.6MM)

e Software: EZChrom Elite
e Microscopio binocular CARL ZEISS PRIMOSTAR
e Sonicador J.P SELECTA 3006813

e |Incubadora J.P. SELECTA
OTROS

e Asadesiembra

e Bolsas de papel
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e Bolsas de polipropileno

e Equipo de diseccién

e Filtro DE JERINGA DE 100mm 0.22um ANOTOP/PURADISC
e Filtro Membrana Nylon 47mm WHATMAN
e Foco de 20 Watts PHILIPS

e Jeringa de 100ul para inyeccién HPLC

e Micopipeta automatica de 200-1000uL, BRAND
e Placas de Silica aluminio Gel 60 F,54 de 20x20cm

e Tamiz

e Tubos Eppendorf

e Vasos estériles

3.3. Maétodos
3.3.1. Obtenciéon de los Extractos Alcaloideos de Las Hojas, Tallos y Raiz de
Astragalus arequipensis Recolectada de la Region Arequipa.

3.3.1.1. Recoleccion de Muestras Bioldgicas.

Se recolecté un total de 9 plantas con las caracteristicas determinadas por bibliografia
sobre Astragalus arequipensis, en el poblado de Huambo- Cotahuasi, capital de la
provincia de La Unién de Arequipa-Peru, que se encuentra a 380 Km. de la ciudad de
Arequipa (Figura 11) y a una altitud de 3800-4000 m.s.n.m. El acceso fue por medio
terrestre, Huambo se encuentra entre la ciudad de Arequipa y la ciudad de Cotahuasi,

45 minutos antes de llegar a dicha ciudad.

Se midié la altura y ancho cuando la planta aln se encontraba instalada en el suelo, el
ancho se midié6 tomando en cuenta la zona intermedia del arbusto Las primeras 9
plantas fueron recolectadas en el mes de Agosto, sin embargo se pudieron recolectar
3 muestras mas de la misma planta en el mes de enero para poder determinar el color

de la flor

Al momento de llegar a la zona (Figura 12), se tomé la planta completa desde raiz,
haciendo un hoyo, luego se extrajo la planta y se colocé en una bolsa herméticamente

cerrada y se transportd envuelta intentando aislarla de altas temperaturas.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

2 Hagquira
COTAGRUSE
& - dias
i ¢ Espinar
;{ - . L
8 : d
/ >
| 6"
J )
£ i
" L
B ot o
I35 )
SR -
i
o
() Chivay
ACP. \
Uchurmiri @
Reserva Nacional
Salinas -
Disitiio Aquadfa_ﬁhncas
MEJeS de Yura -
o
. Areguipa
@ Vlgul e:!] P
= @ sabandia
Camana
)
La .‘l,oya
4 - Mallendo
o
y ®
‘f'.;.:v"' 5 54 Moguegua

L
de Potoni *~ > Lrucero
San Antén 3 .
& La Hlngunada
Distrito s %
de Acsll\o Mufiani
Ay Azangaro . SanAntonio
- de Putina
Pucara * Distrito
=" |/ deChupa
Distrite. . 2
de Arapa
Saman
o
Juliaca |
A
Lol Labo
@ Pugm Titickca
= llave
o
@ 2P
&

Datos de mapa 2012 Google, 1

La sefalizacion violeta muestra el lugar, se sitta en el sur del Peru

Para el transporte se almacend en frio. Se seleccionaron las plantas que se encuentran

en mejor estado.

Figura 12. Recoleccion de las plantas.

b

(a)muestra a la planta en su habitat natural,es un arbusto frondoso (b) excavado en la base de la

planta

Todos los datos observados fueron reportados mediante fotografias y anotaciones.
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Ademas, de cada planta, se midié; la altura, longitud de hojas, de tallos, de semillas,
color de la planta y estado vegetativo. Luego se recolectéd una planta en estado de
florecimiento cinco meses después de la primera recoleccidon para tener registro de
caracteristicas de las flores como el color, tamafio, forma de foliolos, del caliz, de

bracteas y érganos sexuales propios de la leguminosa.

Para la seleccién de material, se separd una parte para el cultivo de microorganismo y
otra para la extraccion. Se seleccionaron pequefias porciones de cada parte de la
planta (raiz y tallos) destinadas para el cultivo de células y se almacenaron a 4°C en
envases estériles. El resto del material se reservé para el proceso de extraccion de

Swainsonina a partir de fuente vegetal.
3.3.1.2. Determinacion de la Especie de Astragalus Recolectada;

La planta recolectada fue llevada al laboratorio Herbologia de la Facultad de Biologia
de la Universidad Nacional de San Agustin con la informacién del lugar en donde fue
recolectada. La muestra entregada fue evaluada de acuerdo a la zona de crecimiento, y

sus caracteristicas por un especialista del laboratorio ya mencionado.
3.3.1.3. Extraccion de Swainsonina a partir de Astragalus arequipensis

Se empled el método de extraccidn acido-base para alcaloides en general, en la que se
trabajé con el comportamiento de los alcaloides a las variaciones de pH y su
solubilidad, ya que en medios basicos son hidrofobicos y en medios acidos son

hidrofilicos.

Primeramente, el material recolectado se dejé secar durante 10 dias, envueltas en
papel a 19 °C bajo techo; una vez que la planta se encontraba seca, se seleccionaron
las partes y se cortaron en pedazos pequefios para su posterior pulverizado, en una

licuadora, sin afadir agua. (Figura 13)

Una vez pulverizado el material vegetal, se procedié a pesar 50 g de hojas, tallos vy raiz;
respectivamente. Se anadieron 2 mL de hidréxido de amonio con 50 mL de cloroformo

a cada una de las partes pulverizadas y pesadas.
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Figura 13.Preparacién de material vegetal para extraccién sélido liquido.

TALLOS

(a)Astragalus arequipensis completa, donde se sefialan las tres partes que se separaron de
la planta para su extraccidn. (b) estado en que el material vegetal se dejé deshidratar (c)
Separacion del material en grupos de hojas, tallos y raiz (d) proceso de pulverizacion del
material vegetal. (e) material vegetal pulveriza, tamizado y vuelto a pulverizar, y

almacenado en bolsas.
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Enseguida, la mezcla se llevd al equipo de reflujo (Figura 14a), en bafio maria por 15
min desde que empieza el hervor del cloroformo, ya estando frio se realizé la filtracién
(Figura 14b), eliminando la torta que es el material vegetal y recuperando el filtrado, se
realizé un lavado con 10 mL de cloroformo al envase para asegurarse de recuperar
todo lo posible. Luego se realizé la acidificacion con 50 mL de acido sulfiurico 5 % para
cada tratamiento, en una pera de decantacion de 250 mL en la fase acuosa (superior)
hay acido sulfurico, agua y los alcaloides y en la fase organica (inferior) cloroformo
(Figura 14c). Se realizé doble extraccidn con este paso, para luego realizar la extraccién
basica (Figura 14d), se lleva la fase acuosa a pH 9-10 con hidroxido de amonio y se
afiadieron 30 mL de cloroformo, se dejo decantar y esta vez en la fase acuosa se tiene
agua y acido sulfurico y en la fase orgdnica cloroformo con el extracto alcaloideo, se le
afadié sulfato de sodio para desecar el agua. Se concentraron los extractos de
cloroformo empleando volatilizacion para tener la muestra mas concentrada. Se
concentraron a 5 mL para mayor concentracion de Swainsonina. Se almacend a 4 °C en

un frasco acaramelado para posteriores ensayos.

Figura 14. Obtencidén del extracto alcaloideo por método sélido liquido.

3.3.1.4. Evaluacion Cualitativa de Swainsonina por TLC

Para poder determinar la produccion de Swainsonina por parte de Astragalus
arequipensis, y el érgano de la planta que posee mayor concentracion del alcaloide, se

realizé una técnica cualitativa que es la cromatografia en capa fina (TLC).
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Pero previamente se realizé una prueba para determinar que revelador se iba a
emplear de manera estandar a lo largo del trabajo experimental para la determinacién
cuantitativa de Swainsonina, ensayando con tres diferentes reveladores, siendo esto
los vapores de iodo, y dos preparaciones distintas del Reactivo de Ehrlich: (0.5 g p-
dimetil aminobenzaldehido, 10 mL &cido clorhidrico concentrado, 10 mL etanol
absoluto) y (0.5 g p-dimetil amino benzaldehido, 12.5 mL metanol, 12.5 mL 4cido orto-

fosforico).

Se tomd6 como muestra el extracto alcaloideo de las hojas pulverizadas, una decision
debido a que las hojas pulverizadas es lo que se encuentra en mayor cantidad de la
planta. Se sembraron en linea en tres diferentes placas de silica gel G60, se corrieron
en camaras de cromatografia esmeriladas con fase mévil de cloroformo: metanol:
amonio: agua (7,0: 2,6: 0,2: 0,2), una vez alcanzada la distancia debida que es de 1 cm
a 0.5 cm antes de llegar al borde de la palca silica gel, se extrajo y se dejaron secar para
luego revelarlas con los tres diferentes reveladores ya mencionados tanto por vapor de

yodo y dos Reactivos de Ehrlich.,

Para realizar el revelado mediante vapores de yodo, se pesaron 0.5 g de yodo y se
colocaron en el interior de un frasco cerrado junto con el cromatograma de forma
vertical, luego se calento el frasco a 40°C en hot plate durante 5-10 minutos (figura
15.b) y los compuestos del cromatograma fueron visibles en lineas de color marrén de

los compuestos.

Para el revelado con los dos reactivos de Ehrlich, se emplearon 10 mL de cada reactivo
en un atomizador de vidrio (Figura 15.a) que funciona con aire comprimido, se aplico
uniformemente sobre el cromatograma (si inhalar porque es toxico) una vez aplicado,
se llevaron a la estufa (80 °C) por 3 minutos. El revelador es especifico para los

alcaloides indolizidinicos como la Swainsonina al reaccionar muestra un color violeta

Se evaluaron los Rf aplicando la Ecuacién 1, ya que Swainsonina tiene un Rf = 0.55

Distancia de la muestra desde el origen .y
Rp=— : o e Ecuacion 1
Distancia del eluyente desde el origen
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(a)Atomizador para aplicar el revelador reactivo de Ehrlich a las placas cromatogréficas, el
sistema funciona con aire comprimido (b) cromatograma en el interior de un frasco a 40°C con

cristales de iodo para revelado del cromatograma.

Una vez estandarizado el procedimiento de cromatografia en capa fina para deteccidn
de swainsonina y la existencia de este alcaloide en por lo menos las hojas de la planta,
se determind que d6rgano de ésta es la que provee de mayores concentraciones de

swainsonina de manera cualitativa mediante TLC.

Por lo tanto, se realizé la corrida cromatografica colocando tres muestras paralelas H
(hojas), T (tallos) y R (raiz), en una placa silica gel G60. La fase movil fue de cloroformo:
metanol: amonio: agua (7,0: 2,6: 0,2: 0,2). Empleando una cdmara cromatografica
esmerilada, ya que la fase movil es bastante volatil. Las muestras fueron sembradas
empleando un capilar delgado, ya que se encontraban embebidas en cloroformo, ya

que a medida que el solvente es menos denso, el capilar debe ser mas delgado.

La siembra se realizé de manera lineal y no de punto, como se aprecia en la Figura 16,
para poder obtener las marcas claras y se realizd la siembre por 5 veces repetitivas,
dejando secar la muestra entre siembra y siembra. Un centimetro aproximadamente
antes de que llegue el solvente al extremo superior, se extrajo la placa de la cdmara

cromatografica y se marcé el lugar hasta donde llegé el solvente.
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'De izquierda a derecha los extractos alcaloideos de hojas, talos y raiz. Se pueden

observar las manchas de siembra lineal.

Antes de la aplicacion del revelado se llevé a la camara UV para visualizar los
compuestos Luego aplico el revelador, se llevd a caliente y finalmente se evaluaron los
Rf para determinar cudl de los érganos de la planta es el de mayor concentracién de

Swainsonina de acuerdo a la intensidad de color.

3.3.2. Aislamiento e Identificacion de Hongos Endofitos de los Tallos, Raiz y
Rizésfera de Astragalus arequipensis.

3.3.2.1. Aislamiento de Hongos Enddfitos a partir de Astragalus arequipensis

Se tomd una parte de la raiz (Figura 17) y se colocé en un vaso estéril, asi como es
suelo proveniente de alrededores de la raiz se tomaron un aproximado de 100 g de en

un vaso estéril y se rotuld con letras del abecedario (A, B, C).

Para poder obtener los hongos endodfitos de Astragalus arequipensis, todo el método
(Figura 18) fue realizado en camara de flujo laminar. Para lo que fue necesario

esterilizar bisturi, pinzas, papel filtro, agua destilada.

Primero se tom¢ tallos y raices de la planta que se encontraban almacenados en vasos
estériles (Astragalus arequipensis), Seguidamente, se lavo el material vegetal con agua

destilada estéril.
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(a) zéna de la raiz de la planta, de donde se tomd el suelo(b) recoleccién de suelo en

condiciones estériles.

Luego se procedié segin Hao Lu (2012) con 75 % de alcohol durante 1 min, y se realizé
el enjuague por tres veces con agua estéril, siguiendo por un lavado con hipoclorito de
sodio por 30 seg. Finalmente se lavd el tejido con 0.1 % de cloruro de mercurio
durante 1 min, y se enjuagd. Se tomaron los tallos con una pinza y un bisturi para

comenzar a quietar la corteza de los tallos y raiz.

Figura 18. Aislamiento de hongos endéfitos de Astragalus arequipensis

(a) Las raices (izg.) y los tallos (der.) fueron lavados de acuerdo al protocolo (b) El
material tanto raiz en esta figura, como tallos fueron primero pelados y luego

sembrados en PDA (c) Siembra de tallos, se observan seis muestras para cada placa.
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Los tallos y raiz fueron cortados en pedazos de 1-1.5 cm y se sembraron en PDA
cloranfenicol para evitar el crecimiento de bacterias, se realizaron 2 placas de 6
muestras para cada una de las tres plantas elegidas y sus tres diferentes érganos de
Astragalus arequipensis, siendo estas de raiz, tallos y hojas. (Tablal3). Las placas
fueron incubadas durante mas de 15 dias a temperatura 19-22 °C en la oscuridad, de

forma invertida (con la tapa hacia abajo).

Tabla 13. Tabla detallada de cultivos repetidos para cada estructura vegetal (tallo, raiz)

rizosfera y control.

MUESTRAS
Al B? G
12 1A 1B 1C
3 Tallo
2 2A 2B 2C
12 1A 1B 1C
5 Raiz
2 2A 2B 2C
13 1A 1B 1C
23 2A 2B 2C Riz6sfera
33 3A 3B 3C
C CA CB CC Control

"Muestras, tres Astragalus arequipensis, de las que se toma tallo y raiz
Znimero de placas, es decir en la placa 1 entra el doble de cada uno de las muestras 1A, 1B, 1C

3son las diluciones respectivas del suelo tomado, 1=10% 2=10° 3=10°

Para aislar los hongos de la rizésfera recolectados, se sembraron las muestras de suelo
que fueron obtenidas en medios estériles, se diluyd 1 g de suelo en 10 mL de agua,
luego se hicieron diluciones de 10", 10% y 10® en tubos de ensayo estériles,
finalmente se sembraron 200 pL de las diluciones en placas con PDA y se extendieron
con un asa Dibrasky estéril por triplicado, ya que se sacaron tres muestras diferentes

de rizésfera de tres leguminosas.
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Las placas fueron incubadas durante mas de 15 dias a temperatura 19-22°C en la

oscuridad, de forma invertida

Junto a cada grupo de placas (tallos, raiz y rizésfera) se incubd una placa de PDA
cloranfenicol, no sembrada como control negativo, en caso de que exista

contaminacion.

Cuando el tejido empezd a crecer se realizd la transferencia de los microorganismos
crecientes a otras placas de PDA, hasta que se obtuviera cada cepa aislada, luego se

almacenaron a frio para su conservacién.
3.3.2.2. Identificacion de Hongos Enddfitos Aislados

Las colonias del hongo crecieron lentamente en PDA y se incubaron a la temperatura y
condiciones determinadas de acuerdo a los resultados del método anterior, durante 4
semanas. Los discos entonces se hicieron con un perforador de corcho 4,5 mm desde
los margenes de colonias, y uno de los discos se transfirio a placas de PDA, (90 mm de
didmetro). Las placas se sellaron, se incubaron a 22 °C. Las caracteristicas de las
colonias se observaron macroscopicamente, y al microscopio; las caracteristicas de
morfologias fueron observadas bajo un microscopio de luz. Las células se montaron en
hidroxido de potasio 40 % impregnadas en cinta adhesiva, para visualizar a 40X. Los
datos recolectados de las caracteristicas morfoldgicas de los hongos aislados tales
como presencia de esporas, caracteristicas de las hifas, entre otras estructuras
caracteristicas de cada género fungal, y luego fueron comparados con la bibliografia de

Watanabe (2002) y Koneman (2006)

3.3.3. Obtencion de los Extractos Alcaloideos de la Fermentacion en Cultivo
Sumergido Discontinuo de los Hongos Endofitos Aislados con Tres Diferentes
Medios Selectivos

3.3.3.1. Fermentacion de Hongos Enddfitos en Sustrato Sumergido Discontinuo

Se realizo la fermentacién en sistema batch durante 25 dias, En los tres medios
seleccionados segun referencia bibliografica de mejor eficacia para produccién de

Swainsonina por hongos endéfitos, siendo estos medioslos de la tabla 14.
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Tabla 14. Composicion de los medios de fermentacién empleados para produccion de

Swainsonina por hongos endéfitos

MEDIO DE CULTIVO PARA PRODUCCION DE SWAINSONINA®

[M1]? [m2]? [m3]*
" 30g/L 50 g/L 10 g/L glucosa
% Sacarosa Glucosa
&
S 20 g/L 20g/L
' 3g/L 20g/L Avena 18g/L Avena
é Nitrato de Sodio Extracto de D-L-Lisina
\8 levadura
=
2
0.5g/L 10 g/L Acetato de sodio
Sulfato de Magnesio 5 g/L sulfato de amonio
1g/L 2 g/L fosfato de dipotasio
Fosfato de Dipotasio 10 mL/L trazas:
0.5g/L ¢ 1 g Sulfato ferroso
o Cloruro de Potasio ¢ 1 g Sulfato de magnesio
; 10 mg/L ® 25 mg Cloruro de cobre
Sulfato Ferroso ¢ 100 mg Cloruro de calcio
¢ 56 mg Acido bérico
¢19 mg Molibdato de
amonio
¢ 200 mg Sulfato de zinc
pH® 740.5 5+0.5 5+0.5
Caldos en los que se fermentaron cada uno de los hongos endéfitos aislados durante 25 dias 2
Medio Czapek 3 Medio Avena “Medio Avena-Lisina SFuentes de carbono, nitrégeno y sales que
contienen cada medio® pH indicado por la bibliografia como éptimo para produccién de
Swainsonina, regulados al pH indicado con y 4cido citrico
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Se inoculd cada frasco matraz de 250 mL de medio; de la placa madre de cada hongo
aislado, se tomd un disco realizado con la base de la pipeta Pasteur estéril, se pasé a

cada caldo.

Este procedimiento se repitid con cada cepa para cada uno de los medios, cada matraz
que contenia 250 mL cada medio y se cerraron con un tapdn. Se incubaron a

temperaturas entre 19y 22°C.

Los frascos fueron incubados a temperatura entre 19°C-22°C durante 25 dias, esta
temperatura se logré incubando los cultivos en una caja de tecnopor con un foco de 25
watts para que mantenga la temperatura entre estos nimeros, en cultivo sumergido —

discontinuo.

El pH fue monitoreado tres veces; al inicio, a los 14 dias y al final de periodo de

fermentacion. El cultivo no se sometid a aireacion

3.3.3.2.  Extraccion Swainsonina a partir de la Fermentacion de Hongos Endéfitos

Se realizo la extraccion del fermentado asi como del contenido intracelular, todo en un
solo procedimiento mediante disrupcion celular por sonicacion y shock acido-base

provocado por el mismo proceso.

Se afiadié 2 mL de hidréxido de amonio al cada 250 mL de fermentado y se sonico
durante 20 min, luego se afiadié 200 mL cloroformo, se sénico por 10 min se mezclé

bien y filtré para separar el micelio.

Luego se realizé la extraccion acido-base, de la misma forma que con el material
vegetal, primero se afadié 100 mL de H,S04, 5% para cada tratamiento, se realizd la
separacidon en una pera de decantacién, obteniendo en la fase acuosa (superior)

H,S04, aguay los alcaloides y en la fase orgdnica (inferior) cloroformo.

Se realizd doble extraccidon con este paso, para luego realizar la extraccién basica, se
lleva la fase acuosa a pH 9-10 con NH4OH y se afiadieron 50 mL de cloroformo, se dejé
decantar y esta vez en la fase acuosa se tiene agua y H,S04 y en la fase organica

cloroformo con el extracto alcaloideo, se le afiadié sulfato de sodio para secar el agua.
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3.3.3.3. Evaluacién de Bioproduccion de Swainsonina por Método Fermentativo

mediante Cromatografia en Capa Fina.

Se empled cromatografia de capa fina, en una placa silica gel G60 de dimensiones 31
mm x 100 mm. La fase movil fue de cloroformo: metanol: amonio: agua (7.0: 2.6: 0.2:
0.2). Empleando una cdmara cromatografica esmerilada, ya que la fase moévil es
bastante volatil. Las muestras fueron sembradas empleando un capilar delgado, ya que
se encontraban embebidas en cloroformo, y a medida que el solvente es menos denso,
el capilar debe ser mas delgado. La siembra se realizé de manera lineal y no de punto,
como fue realizada en el método de fuente vegetal, la siembra del extracto se realizo
en repeticion de 20 dejando secar la muestra entre siembra y siembra y sin dafar la
silica. Una vez que la fase movil alcanza una distancia considerable se marcé la

distancia con un lapiz y se dejo secar el cromatograma.

El revelador, reactivo de Ehrlich se aplicé con un atomizador, con cuidado, ya que el
reactivo es peligroso. El revelador es especifico para los alcaloides indolizidinicos como
la Swainsonina al reaccionar muestra un color violeta. Se evalud el Rf en comparacion

a la Swainsonina estandar. Cierto Rf deberia ser de-0.55. Se aplicé la Ecuacion. (1)

A partir de los resultados obtenidos de la evaluacién cualitativa en Cromatografia en
Capa Fina, se seleccionaron los hongos productores de Swainsonina asi como el medio
en el que producian una mayor concentracion del alcaloide. Para su reproduccién y
analisis en HPLC y determinacién de rendimiento. La seleccién se realizé6 de manera
cualitativa por intensidad de color al momento de revelar la placa cromatografica del
ensayo en TLC. Se seleccionaron los extractos con mayor intensidad de color en el Rf =
0.55. De esta manera reducir descarta a los hongos endéfitos no capaces de producir

Swainsonina o produccién muy baja.

3.3.3.4. Determinacion de Cinetica de los Hongo(s) Endofito(s) y Medio(S) de

Fermentacion Seleccionados

Una vez seleccionados los microorganismos y medios mas eficaces de produccién de
Swainsonina, se determind la cinética microbiana en peso seco durante los 25 dias de

incubacién a 19 °C-22 °C en los caldos elegidos, con un indculo determinado. (Tabla 15)
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Tabla 15. Hongos endéfitos, medios seleccionados y condiciones para produccion de

Swainsonina

Hongos enddfitos de Fusarium spp

Astragalus arequipensis Ulocladium spp.

Medio Avena [M2]
Medios de cultivo
Medio Avena-Lisina [M3]

Tipo de
Cultivo sumergido discontinuo
fermentacién

Temperatura de

19-22°C
Incubacion
Tiempo de

25 dias
incubacion

Con el fin de obtener la cinética de crecimiento y determinar cual es la velocidad de
crecimiento especifica para cada uno de los dos hongos productores de Swainsonina
en los medios seleccionados, se realizd la incubacion de ellos en 10 mL de medio en

matraces de 100 mL en las condiciones de la tabla 20.

El indculo se tomé del radio de 0.5 mm en mezcla continua. Se tomaron alicuotas de
1.5 mL en medio estéril cada 12 horas durante todo el periodo de incubacién asi como
el control de temperatura de incubacién. Las alicuotas fueron centrifugadas a 10000

rpm por 3 minutos, se elimind el sobrenadante, se secaron las células y se pesaron.

Para determinar la velocidad de crecimiento microbiana (g células/hora) se aplico la
siguiente ecuacién donde p= velocidad de crecimiento t tiempo en horas, Xi=

concentracion final (g) X, = concentracion inicial (g)

Xi= Xo . @F e Ecuacion 2
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3.3.4. Desarrollo de una Técnica de Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC) para Evaluar las Concentraciones de Swainsonina de los Extractos
Alcaloideos Obtenidos a partir de Astragalus arequipensis y su(s) Hongo(s)
Enddfito(s)

3.3.4.1. Evaluacién Cualitativamente DE Extractos Alcaloideos Obtenidos a partir

de Astragalus arequipensis y su Biomasa Fungal Enddfita,

Individualmente, por Cromatografia en Capa Fina (TLC)

Se realizd una corrida en cromatografia en capa fina de los extractos alcaloideos
obtenidos a partir de fuente vegetal y Fungal seleccionados como eficaces para

determinar cualitativamente la cantidad de produccién de cada fuente.

3.3.4.2. Desarrollo de Técnica HPLC-UV para Cuantificacion de Swainsonina.

El sistema cromatografico consistio en un sistema Merck Hitachi HPLC con un detector
UV-visible (UVL-7400). La separacién se logré con doble columna C-18 Performance
RP-18 (10mm x4.6 mm ID) obtenida de Chromolith. La velocidad de flujo de la fase
moévil fue de 1.0 mL/min y consistié en una mezcla de fosfato acido de potasio a pH 7.5

y concentracién 0.025 M-acetonitrilo (60:40, v/v).

Cada solvente de la fase movil se desgasificd con una membrana de nylon de 47mm de
diametro. El volumen de inyeccién fue de 20 L y la longitud de onda para la deteccién

se establecié en 205 nm (Luz UV)

Para realizar la curva de calibracion, se prepard una solucion stock de 24.48 pg/mL de

Swainsonina disolviendo 0.1 mg del estdndar en 4.08 mL de metanol.

Las soluciones estandar se prepararon haciendo diluciones de la solucidon stock en

metanol para las concentraciones de 0.5, 1, 2, 4, 6 ug/mL.

Se realizaron inyecciones de 100 ul en triplicado para cada concentracidon y se
corrieron por el HPLC en las condiciones ya expuestas. La regresion fue obtenida

ploteando concentraciones versus area integrada del pico.

Se tomaron los datos de area y tiempo de retencién del pico de Swainsonina obtenido

en el cromatograma para luego determinar la desviacién estdndar relativa.
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A partir de los datos de la curva de calibracidn se obtuvieron la ecuacidn por regresién
lineal, la que permitié determinar las concentraciones de las muestras a partir de su
area integrada proporcionada por el HPLC. Una vez realizada la curva de calibracién, se
corrieron las muestras de origen vegetal como Fungal; para lo cual, se pulverizaron 500
g de hojas secas de Astragalus arequipensis., se llevaron al sistema reflujo con
cloroformo e hidréoxido de amonio (pH 9, 10 min, 90°C), luego el filtrado se acidifico
con acido sulfurico 5 %, en una pera de decantacion de recupera la fase acuosa, esta
ultima se llevé a pH 9 con hidréxido de amonio, luego con cloroformo para recuperar

el alcaloide en la fase organica.

Finalmente se evapord totalmente el cloroformo. Las muestras fueron enrazadas a
5mL en acetonitrilo, centrifugadas para desechar cualquier impureza para el ensayo y
filtradas a través de un filtro 0.22 um de 10 mm antes de ser inyectados al HPLC. Se

trato de la misma forma la 20 g. de hojas pulverizadas.

Se emplearon 3 muestras: extracto de 20 g. de hojas, el segundo y tercero son
diluciones del extracto de 500 g. una 1:9 y la otra 2:8. Estas diluciones se hicieron
debido a que las concentraciones de la muestra de 500 g de hojas pulverizadas se
encontraban muy concentradas. Las muestras de origen fungal, se obtuvieron a partir
del fermentado de dos hongos aislados a partir de la planta, aparentemente Fusarium
spp. y Ulocladium spp., de acuerdo a sus caracteristicas microscoépicas vy
macroscoépicas. Fueron cultivados en 500mL de dos caldos: medio Avena 6% (20 g/L
glucosa, 20 g/L extracto de levadura, 10 g/L acetato de sodio, 5 g/L Sulfato de amonio,
2 g/L fosfato de potasio, pH~5) y medio Avena-Lisina (20 g/L avena, 10 g/L glucosa, 1.8
g/L D-L- lisina) durante 25 dias a temperatura 19°C-20°C.

Para la extraccion de Swainsonina y la obtencién de las cuatro muestras de extracto
alcaloideo, se trataron 500 mL de cada fermentado. Se afadié hidréxido de amonio y
se sonicé durante 20 min, luego se afiadié cloroformo, se sénico por 10 min se mezclé
bien y filtré, luego se afiadid el acido sulfurico 5% al filtrado en una pera de
decantacidn, se recuperd la fase acuosa para llevarla a pH 9 con hidréxido de amonio y
se mezcld con cloroformo en una pera, la fase organica es, el cloroformo fue

evaporado.
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Las muestras fueron enrazadas a 5 mL en acetonitrilo, centrifugadas para desechar
cualquier impureza para el ensayo y filtradas a través de un filtro 0.22 um de 10 mm
antes de ser inyectados al HPLC. Por lo tanto se tuvo 4 muestras de origen fungal y tres

muestras de origen vegetal.

3.3.4.3. Determinacion de Concentraciones en Cuanto a la Obtencion de
Swainsonina a partir del Organo Vegetal de Astragalus arequipensis y

su(s) Hongo(s) Enddfito(s) Seleccionados

A partir de los datos obtenidos por el método de HPLC-UV desarrollado, se determind
la concentracidn en pg de Swainsonina obtenido por gramo de hojas pulverizadas de
Astragalus arequipensis (ug SW/g). Asi como de los hongos elegidos pug de Swainsonina
por gramos de células peso seco (ug SW/g) y de acuerdo al fermentado en pg de

Swainsonina por litro de medio (ug SW/L).

Para luego realizar una comparacion y finalmente determinar si el método extractivo o

el método fermentativo es la mayor fuente de obtencién de Swainsonina.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtencidon y Evaluacion por TLC de los Extractos Alcaloideos de las Hojas,
Tallos y Raiz de Astragalus arequipensis Recolectada de la Region Arequipa

4.1.1. Recoleccion de Muestras.

El terreno donde se encontré la leguminosa fue lleno de pastizales (Figura 19) y cuya

temperatura ambiental oscilaba alrededor de los 13°C.

Figura 19. Fotografia del habitat natural de la planta recolectada en el poblado de

Huambo-Cotahuasi, Arequipa.

Las plantas recolectadas fueron arbustos y tuvieron las caracteristicas morfoldgicas
presentadas en la Tabla 16 la cual también muestra en estado vegetativo en que se
encontraban las plantas recolectadas. Se encuentran en estado inicial de florescencia,
presentaron flores amarillentas y con una altura promedio de 0.5 a 1 cm de altura, con

objetivo de obtener mayor informacion acerca de la especie exacta obtenida.
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De acuerdo con los datos presentados en la tabla anterior se observa que la altura y
ancho promedio de las muestras obtenidas fueron de 53.08 cm y 29.20 cm,
respectivamente observando que su ciclo vegetativo fue de estado recesivo en el

periodo muestreado.

Tabla 16. Caracteristicas de cada Planta recolectada

Muestra Altura (cm) Ancho (cm) Ciclo Vegetativo
1 50.00 32.00 Estado recesivol
2 66.00 28.00 Estado recesivo
3 75.00 47.00 Estado recesivo
4 30.00 09.00 Estado recesivo
5 50.00 30.00 Estado recesivo
6 49.00 24.00 Estado recesivo
7 74.00 15.00 Estado recesivo
8 32.00 49.00 Estado recesivo
9 51.00 39.00 Estado recesivo
10 45.00 18.50 Estado Florecimiento
11 65.00 39.00 Estado Florecimiento
12 50.00 20.00 Estado Florecimiento

' Hace referencia al estado vegetativo que se encuentra (sin flor)(Agosto)

En la Figura 20 se observa la flor que en el dpice del tallo crecen las flores. (b) vista mas
amplia de las caracteristicas de los pétalos, de 9-10 mm de longitud de color

amarillento.

Figura 20. Morfologia de la flor, el cdliz, los tallos menores y las hojas.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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4.1.2. Determinacion de Especie de Astragalus recolectada.

El laboratorio de Herbologia de la Universidad Nacional de San Agustin determind la

planta recolectada como como Astragalus arequipensis. Se realizé un listado de las

caracteristicas etimoldgicas de plantas. En donde se detallan las caracteristicas de hoja,

tallo, semilla, flor y otras especificaciones (Tabla 17) de la planta recolectada en

Huambo — Cotahuasi.

Tabla 17. Morfologia de la especie obtenida (medidas detalladas en rangos)

ESTRUCTURA

DETALLES

TALLOS

Longitud (cm)*

36-70

HOJAS

Forma

Largo x Ancho (mm)

Apice
Base
Pubescencia

Pelos Glandulares

Elipticas
5x3
Obtuso
Obtusa
Blanco-Sérica

En la base de los foliolos

FLORES?
Nidmero 5
Longitud (mm) 9-10
Color Amarillo
CAuz’
Tubo, longitud (mm) 3.5
Dientes, longitud (mm) 1.5
Superficie Interna Glabra

LEGUMBRE
Invaginacion
Valvas

Apice

Subunilocular
Sélo en la base
Subcoriaceas

Apiculado (1mm)
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4.1.3. Extraccion de Swainsonina a partir de Astragalus arequipensis

El extracto de la planta es inicialmente verde claro, cuando se acidifica, torna verde
oscuro y cuando se regula a pH 9-10, vira hacia un color amarillo. El extracto alcaloideo

en cloroformo posee un color amarillo translicido (Figura 21).

Figura 21. Extractos alcaloideos de Astragalus arequipensis.

Extractos alcaloideos de izquierda a derecha se observan de hojas, tallos y raiz..

4.1.4. Evaluacion Cualitativa de Presencia de Swainsonina mediante TLC

El revelado que se realizé con los vapores de iodo resultaron confusos ya que revela
también otros compuestos que se encuentran en el extracto alcaloideo y no se puede
distinguir exactamente cudl es la Swainsonina, porque el yodo tiene afinidad por casi
todos los compuestos, luego resulta toxico y el otro inconveniente es que es revelado

se desvanece rapidamente con el tiempo (Figura 22.a).

El revelado con el Reactivo de Ehrlich ™ con Ia preparacion de 0.5 g p-dimetil
aminobenzaldehido,10 mL de acido clorhidrico concentrado, 10 mL de etanol absoluto,
no resultd efectiva, ya que al momento de observar algin rastro del alcaloide no se
detectd nada, la reaccion parece ser muy fuerte para la silica ya que la mancha

toda.(Figura 22.b)
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Por lo tanto, se eligié como revelador al Reactivo de Ehrlich ! con la preparacién 0.5 g
p-dimetil amino benzaldehido, 10 mL metanol, 10 mL acido fosférico; para todos los
ensayos de la experimentacién de determinacién cualitativa de Swainsonina, debido a
que se visualiza una linea caracteristica del alcaloide de color violeta segun bibliografia
de manera nitida al Rf =~0.55. Es preciso indicar que una vez revelado, a la luz UV el
alcaloide resulta ser mucho mas fosforescente que los demas compuestos (Figura

22.c).

Figura 22. Placas cromatograficas con los tres Reveladores

b

(a)Corrida cromatografica del extracto alcaloideo revelado con vapores de iodo,
Swainsonina a los 4.1 cm y distancia de fase moévil de 7.5 cm, Rf=0.546(b) Revelado
Corrida cromatografica del extracto alcaloideo revelado con Reactivo de Ehrlich
[”.(c) Corrida cromatografica del extracto alcaloideo revelado con Reactivo de

Ehrlich ¥ Swainsonina a los 4.2 cm y distancia de fase mévil de 7.7 cm, Rf=0.545
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Una vez estandarizado el procedimiento de cromatografia en capa fina para deteccién
de Swainsonina y la existencia de este alcaloide en por lo menos las hojas de la planta,
se determind que d6rgano de ésta es la que provee de mayores concentraciones de
Swainsonina de manera cualitativa mediante TLC. Por lo tanto, se realizé la corrida
cromatografica colocando tres muestras paralelas H (hojas), T (tallos) y R (raiz), y se
revelé con el Reactivo de Ehrlich ! (p-dimetil amino benzaldehido, metanol y dcido

orto fosfdrico)

La figura 23b muestra la placa cromatografica bajo la luz UV y se observan lineas a
diferentes medidas, midiendo a partir de la linea de partida de las muestras. Luego se
realizo el revelado con el reactivo de Ehrlich de mayor efectividad (Figura 23c) (0.5 g p-
dimetil aminobenzaldehido, 12.5 mL metanol, 12.5 mL acido. orto fosférico). Se

observd que comienzan a aparecen manchas lilas de diferente intensidad.

Figura 23. Placa cromatografica revelada con Ehrlich de los extractos alcaloideos de

hojas, raiz y tallo de Astragalus arequipensis..

b c

(a) Placa cromatografica en cadmara cromatografica esmerilada. (b) revelado del
cromatograma al UV, se observan en el primer carril de hojas 3 manchas clara, en el
segundo carril de tallos, tres manchas superiores tenues y el carril de raiz posee dos
rayas. (c) El revelado con el Reactivo de Ehrlich muestra dos lineas para las hojas, de
las que es violeta la primera con un Rf=0.54, el segundo carril posee las mismas lineas

pero mucho mds tenues y finalmente la raiz no posee ninguna evidencia.
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Ya que el reactivo de Ehrlich sélo reconoce anillos pirrélicos de indolizidinicos como la
Swainsonina, los torna violetas. El Rf de referencia para la Swainsonina se encuentra
entre los 0.53 y 0.55; por lo tanto las manchas azules-violetas en el cromatograma,

pertenecen a la Swainsonina.

La franja de color violeta con Rf = 0.54 se encuentra pertenece a las hojas y una mas
tenue la del tallo, sin embargo la raiz no posee ninguna mancha visible a este Rf. Es
entonces la presencia de Swainsonina en el extracto alcaloideo es mayor en las hojas
que en los tallos, encontrdndose ausente o no detectable en las raices, ya que es

posible que haya pero no en cantidades detectables al TLC.

4.2. Aislamiento e Identificacion de los Hongos Enddfitos de los Tallos, Raiz y
Rizésfera de Astragalus arequipensis

4.2.1. Aislamiento de Hongos Enddfitos a partir de Astragalus arequipensis

Se determind el crecimiento de mas de una colonia de hongos en cada muestra,
proporcidn, tiempo de crecimiento, y caracteristicas macroscopicas de las colonias que
crecieron en PDA de cada grupo de muestra., ya sea de su color y textura de micelio
como el viraje de color por parte de las placas debido al crecimiento de su micelio

vegetativo.

No se determind crecimiento de contaminacion a lo largo del procedimiento de
aislamiento de hongos endéfitos de Astragalus arequipensis; por lo tanto, se
determina que todos los hongos aislados son naturalmente de la planta tomada como

muestra.

Cuando el tejido empezd a crecer se realizd la transferencia de los microorganismos
crecientes a otras placas de PDA. Se realizé el repique para purificacién de
microorganismos durante 12 semanas, una vez determinados los microorganismos, se
almacenaron cada uno en agar PCA y conservar a 4 °C, la placa madre. Se tuvo placas
con los mismos medios durante cada proceso incubando al igual que las muestras

como control para verificar contaminacion.
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La Figura 24 muestra el crecimiento que hubo de la siembra de cada una de las partes
de Astragalus arequipensis, se pueden distinguir al menos unos 5 a 6 colonias

diferentes.

Figura 24. Placas PDA de crecimiento de hongos endéfitos de tallos y raiz de Astragalus

arequipensis, a los 28 dias de incubacién a 19-22°C.

d

(a)Placa 1 de tallos, contiene muestras 1A, 1B y 1C, (b) Placa 2 de
tallo, contiene muestras 2A, 2B y 2C, (c) Placa 1 de raiz, contiene
muestras 1A, 1By 1C. (d) Placa 2 de raiz, contiene muestras 2A, 2B

y 2C.

La figura 20 muestra las placas de PDA a temperatura entre 19 °C y 22 °C, con
crecimiento de las muestras de rizdsfera a las tres diluciones, se observa que en comun
hay tres colonias, una de micelio aéreo blanco y reverso amarillo, otra de micelio bajo
verde con borde blanco y finalmente otro micelio de color gris-negro, que mas parece
una etapa de maduracion del micelio blanco con reverso amarillo. Esto también
determina que no hubo contaminacidon externa, ya que las colonias de hongos que

crecieron de la rizésfera son en comun en las 6 placas
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Figura 25. Placas PDA de crecimiento de hongos endéfitos de Astragalus arequipensis,
a los 28 dias de incubacion a 23°C de la muestras de rizésfera en tres diluciones (1=10",

2=10% 3=10°)

a b C

(a)Muestra 1A Y 1B (b) placa de las muestra 1C (c) placa de la muestra 2A y 2B (d) placa de
cultivo de la muestra 2C (e) placa de cultivo de las muestra 3A y 3B (f) Placa de cultivo de la

muestra 3C.

4.2.2. Identificacion de Hongos Endofitos Aislados

Los hongos endodfitos aislados a partir de tallos, raiz y rizdsfera, fueron identificados
mediante la velocidad de crecimiento, caracteristicas macroscdpicas de la colonia,
viraje de color del medio, micelio aéreo y finalmente caracteristicas microscdpicas
como hifas, presencia y forma de conidios, conidiéforos, macroconidios,

macroconidios, esporangiosporos, fidlides, clamidoconidios.
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Los detalles de las caracteristicas macroscdpicas de las colonias de hongos endéfitos
obtenidas en cada placa de PDA, se encuentran mencionadas por grupo de muestra en

las tablas 18 y 19.

De acuerdo a estos resultados, el nimero de hongos endéfitos encontrados en los
tallos de Astragalus arequipensis es de 4 diferentes colonias (a, B, y, 6); los
encontrados en la raiz son los mismos mas 1, es decir 5 diferentes colonias (a, B, v, 6,
€). Al tener las mismas colonias de las muestra de una misma planta, quiere decir que
no hubo contaminacion, asi como confirmaran las placas control que no tuvieron algun

crecimiento).

Las caracteristicas microscopicas fueron observadas al microscopio a 40X, por
impregnacion de las células en cinta adhesiva con hidroxido de potasio (40%) en un

portaobjetos. Resulta un método bastante efectivo para visualizar a los hongos.

Se lograron obtener cinco diferentes hongos seleccionados, después de 12 semanas de
repicado. Cada uno de los hongos se sembré en una sola placa PDA a 19-22°C durante

15 dias después de ser purificadas y se realizaron las vistas al microscopio.
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Tabla 18. Caracteristicas macroscépicas de los hongos enddfitos aislados de tallos.

CULTIVO DE TALLOS DE Astragalus arequipensis EN PDA!

N° PLACA 1 2
CARACTERISTICAS o’ B v 5 B o v

Crecimiento’ Lento Medio Lento Rapido Medio Lento Lento
2 Color (micelio
g Rosa Beige Amarillo Negro Beige Rosa Amarillo
O vegetativo)
Q
8
& Color (micelio) Blanco-Rosa Blanco Blanco-Gris Negro Blanco Blanco-rosa Blanco-Gris
s

. Aéreo Aéreo Aéreo Aéreo Aéreo Aéreo Aéreo
Micelio-Tamaiio
++ + +++ + + ++ +++

Tiempo de Incubacién: 28 dias
2cada una de las colonias han sido nombradas por alfabeto griego, para luego identificarlos con su nombre propio.
*Hace referencia al total del tiempo que estuvo la placa incubando, si su crecimiento fue rapido, mediano o lento en comparacién entre las colonias.

“Los Micelios son aéreos, pero unos mas altos que otros, es por eso que se valoran de + a +++.
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Tabla 19. Caracteristicas macroscopicas de los hongos enddfitos aislados de la raiz.

CULTIVO DE RAIZ DE Astragalus arequipensis EN PDA!

N° PLACA 1 2
CARACTERISTICAS a2 B ) £ B a Y

Crecimiento® Lento Medio Lento Rapido Medio Lento Lento
) . .
< Color (micelio Rosa
S Rosa Beige Amarillo Verde Beige Amarillo
a .
O vegetativo) /blanco
Q
(%]
g Color (micelio) Blanco-rosa Blanco Blanco-Gris Verde Blanco Rosa Blanco-Gris
<
= . Aéreo Aéreo Aéreo Aéreo Aéreo Aéreo Aéreo

Micelio-Tamaiio
++ + 4+ + + ++ +++

Tiempo de Incubacién: 28 dias
’cada una de las colonias han sido nombradas por alfabeto griego, para luego identificarlos con su nombre propio.

*Hace referencia al total del tiempo que estuvo la placa incubando, si su crecimiento fue rapido, medio o lento en comparacién entre las colonias.

“Los Micelios son aéreos, pero unos mas altos que otros, es por eso que se valoran de + a +++.

84
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La colonia denominada “a” con micelio aéreo algodonoso blanco y micelio vegetativo
rosa (Figura 26). La apariencia algodonosa aparecié a partir de los 12-15 dias de

incubacién en PDA a temperatura de 19°C-22°C

En cuanto al examen microscdpico, se observaron estructuras hialinas; macroconidias
multicelulares largas, con forma de media luna u hoz cuyas células se encontraban
separadas por tabiques y ademas se observd la presencia microconidias. Las hifas o

conidiéforos son septadas con fidlides en la base apical de las macroconidias.

Figura 26. Colonia denominada “a” y vista de células en hidréxido de potasio al

microscopio a 40X.

d

(a) Colonia “a” a los 7 dias de incubacién en PDA (b)colonia “a”a los 15 dias de

incubacién en PDA(c,d) vista al microscopio de macroconidias, microconidias y fidlides.
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La colonia denominada “B” (Figura 27) con crecimiento moderadamente rdpido en
comparacion al resto de las colonias aisladas (a, &, y). Alcanza un didmetro de la
colonia de 1-3 cm a los 7 dias de incubacién en PDA a 19-22°C La colonia es de color
blanco-perla y el micelio vegetativo es beige. La textura de la colonia es compacta,

plana, y elevada en el centro, es glabra (no peluda).

En el examen microscépico se observaron hifas hialinas septadas, con fidlides que
forman directamente las puntas de hifas. Las fidlides se encontraron separadas de las
hifas por un tabique. En los vértices de las fidlides hay microconidias hialinas que se
encuentran en grupos aparentemente sostenidos por alguna sustancia, en esferas

fragiles, son fusiformes con una ligera curva, parecidos a una media luna superficial.

Figura 27. Colonia denominada “B” y vista de células en hidréxido de potasio al

microscopio a 40X.

(a)Colonia “B” a los 7 dias de incubacién en PDA (b) vista al microscopio (c) microconidias

septados.
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La colonia denominada 6 (Figura 28) con micelio aéreo de color azul oliva a negro de
textura aterciopelada y micelio vegetativo, de color marrén a negro, caracteristico de

los hongos demateaceos; con un tiempo de crecimiento de 5 dias en PDA a 19 - 22 °C.

En cuanto a la vista microscépica, se observaron hifas de color marrdn con tabiques,
macroconidias grandes multicelulares separadas por tabiques transversales vy

longitudinales (Muriformes) no forman cadenas y nacen de hifas cortas.

Figura 28. Colonia denominada 6 y vista de células en KOH al microscopio a 40X.

Macroconidias

muriformes

(a)Colonia “8” a los 10 dias de incubacién en PDA (b) vista al microscopio.

Colonia denominada “y” (Figura 29)de micelio aéreo velloso de color blanco al inicio y
luego se torna gris, al cabo de 18 dias de incubacién el micelio vegetativo se torna

amarillo y sobre el micelio aéreo aparecen puntos negros (esporangios).

El examen microscopico reveld hifas de color castaifio de tamafio irregular desprovistas
de tabiques No posee rizoides por eso se descarta de que sea otra especie zigmoidea
como Rhizopus o Absidia Los esporangidforos se originaron individualmente del
micelio ramificado. Cada esporangiéforo acababa en un columella ligeramente bulbosa
qgue se extendia dentro de un esporangio esférico de pared lisa. Las esporangiosporas

eran esféricas con ligera pigmentacién parda, marrén claro.
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Figura 29. Colonia denominada “y” vista en hidréoxido de potasio al microscopio a 40X.

d

(a)Colonia “y” a los 7 dias de incubacién en PDA (b)Colonia “y” a los 12 dias de

incubacién en PDA (c, d) vista al microscopio a 40X.

La colonia denominada “€” (Figura 30) tiene crecimiento rdpido de 5 a 10 dias, con un

crecimiento a los 5 dias de las colonias dispersas verdes polvoriento.

El examen microscépico muestra la hifa (conidiéforo) hialino con métulas vy fidlides a
partir de cuyos extremos se originan cadenas de conidios. Los conidios son esféricos,

de tamafio regular ordenados en cadenas.

Por lo tanto, la identificacién de los hongos enddfitos aislados mediante los métodos
descritos, en continuo repique durante 12 semanas, se realizd comparando los
resultados observados descritos anteriormente con la bibliografia, tomando como
fuente bibliografica principal a Watanabe (2002) y Koneman (2008). Los géneros

determinados para cada hongo endéfito se encuentran en la Tabla 17.
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Fidlides ) Métula

hifa

(a)Colonia “€” alos 7 dias de incubacién en PDA (b) vista al microscopio 40X.

Tabla 20. Denominacién de los hongos enddfitos aislados a partir de Astragalus

arequipensis.

DENOMINACION ALFA GRIEGA DE CADA COLONIA

a B 6 12 €
Especie Fusarium spp Acremonium spp. Ulocladium spp. Mucor spp. Penicillium spp.
Género Fusarium Acremonium Ulocladium Mucor Penicillium
Familia Nectriaceae Hypocreaceae Pleosporaceae Mucoraceae  Trichocomaceae
Orden Hypocreales Hypocreales Pleosporales Mucorales Eurotiales
Clase Sordariomycetes  Sordariomycetes Dothideomycetes Zygomycetes  Eurotiomycetes
Filo Ascomycota Ascomycota Ascomycota zygomycota Ascomycota
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4.3. Obtencidn de Extractos Alcaloideos de la Fermentacién en Cultivo Sumergido
Discontinuo de los Hongos Endofitos Aislados en Tres Diferentes Medios
Selectivos

4.3.1. Fermentacion de Hongos Enddéfitos en Cultivo Sumergido Discontinuo

Habiendo aislado e identificado 5 hongos endoéfitos de Astragalus arequipensis, se
prepararon tres medios distintos para poder determinar la produccién de Swainsonina
por parte de estos hongos en cultivo sumergido, el primero es el Czapek [M1], el

segundo es Avena [M2] (Figura 31) y el tercero es Avena-Lisina [M3] (Figura 32).

Figura 31. Matraces de fermentacion en medio Avena [M2].

Cultivo sumergido discontinuo (de izquierda a derecha) con Fusarium spp,

Ulocladium spp, Mucor spp, Acremonium spp 'y Penicillium spp.

Figura 32. Matraces de fermentacién en medio Avena-Lisina [M3].

Cultivo sumergido discontinuo (de izquierda a derecha) con Fusarium spp,

Ulocladium spp, Mucor spp, Acremonium spp y Penicillium spP.
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Los graficos de la figura 33 muestran en comportamiento de los hongos endéfitos en
cada medio de acuerdo a pH, estos valores se encuentran entre 4 y 8 siendo este
ultimo el valor mas basico encontrado en el medio Czapek’s por la fermentacidn de
Fusarium spp. Los valores en comun que se tiene en todos los medios y por todos los
hongos es que al cabo de los 28 dias, los pH se encuentran entre 4 y 8, indicando que
el medio torna mas acido conforme realiza la posible producciéon de Swainsonina.
Cuando se midio el pH segundo a los 14 dias, tuvo tendencia a elevarse hasta llegar a

pH 8 en el medio Czapek (Figura 33).

Por lo tanto, se determina que la fermentacién se realizé en medios neutros a acidos

de acuerdo al control de pH que se ha realizado.

Segun Tamerler (1998) en el estudio de la influencia del pH en un hongo enddfito
productor de Swainsonina, indica que no es necesaria la nivelaciéon de pH durante el
periodo de incubacién. Indica que los valores de pH viran entre 6.5 y 3.8 con una
producciéon de 43.4 pg/L de Swainsonina. Por lo tanto, durante el periodo de

incubacién no se modificaron los pH, sélo se hicieron tres controles de pH.

Los medios poseen diferentes fuentes carbonadas y en diferentes concentraciones; la
composicion del medio Czapek [M1] es un medio basico, y los otros dos medio resultan
mas complejos, ya que ambos poseen avena en la misma concentracién que es
considerada una fuente compleja ya que es una fuente carbonada como nitrogenada e

inclusive sales.

En adicién ambos poseen dos fuentes nitrogenadas por excelencia que es el extracto
de levadura en el caso del medio Avena [M2] y la D-L lisina en el medio Avena-Lisina
[M3]. En cuanto a la cantidad del aminoacido, segun un estudio del 2004 en la
Universidad Estatal de Dickinson reveld que 100 g de avena entera contienen
alrededor de 400 mg de lisina; por lo tanto el medio Avena [M2] poseeria 0.8 g/L de

lisina y el medio Avena-Lisina [M3] esta cantidad adicional a la ya agregada.

Es importante determinar que la lisina es un compuesto que juega un rol importante
en el medio ya que es el aminodcido precursor en la ruta metabdlica de la produccién

de Swainsonina como un alcaloide de nucleo indolizidinicos.
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Figura 33. Graficos de control de pH de los fermentados dias de incubacién versus pH

de cada hongo en cada uno de los medios

Medio Czapek's [M1]
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Los graficos muestran los pH determinados en tres tiempos de fermentacion, uno inicial, luego

a la mitad de la fermentacién y al final.
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Los reactivos cumplen la funcién de estabilizar el pH actuando como buffers, el acido
bdrico al estar en tan bajas concentraciones no cumple una funcién antibacterial leve.
En el caso de los compuestos nitrogenados también aportan una fuente de nitrégeno a
la fermentacién fungal. Es de importancia el analisis de los componentes ya que para
una optimizacion para la bioproduccién de Swainsonina se debe variar todas las
variables posibles, en este caso de concentracion de las fuentes nitrogenadas,
carbonadas, las sales y los compuestos que trabajan como buffers de la reaccién
fermentativa. Asi como los niveles de pH, es posible que en medios mas acidos se
produzcan mayores concentraciones de Swainsonina o con otras fuentes de Lisina,
como fue el caso de la avena. También se varia la temperatura, es probable que a

mayores o menores temperaturas la produccion cambie.

4.3.2. Extraccion de Swainsonina a partir de la Fermentacion de Hongos Endoéfitos

Una vez cumplidos los 25 dias de incubacion y monitoreo de los medios en batch, se
realizé la extraccion del alcaloide a partir de la fermentacion microbiana llevada a
cabo. Una vez realizado el proceso de extraccion para los 15 fermentados, se

obtuvieron los extractos alcaloideos de cada uno:

A diferencia del extracto alcaloideo vegetal, no posee un color amarillo, sino traslicido
que al concentrarlo se torna un color meldn en el caso del extracto obtenido del medio
Avena. [M2]Se concentraron los extractos de cloroformo por volatilizacidn, para tener
la muestra mas concentrada de 3 mL. Los extractos alcaloideos en cloroformo fueron
almacenado a bajas temperaturas en la congeladora en un frasco acaramelado para
posteriores ensayos y de esta manera evitar su inactividad o deterioro a causa de la

temperatura.

4.3.3. Evaluaciéon de Bioproduccion de Swainsonina por Método Fermentativo

mediante TLC

Después del tiempo de fermentacion de 25 dias de los cinco hongos identificados en
los medios [M1], [M2] y [M3] y realizada la extraccion de cada fermentado, se
obtuvieron 15 extractos alcaloides el cloroformo con el mismo volumen en cloroformo

(3 mL).
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Para poder determinar si los hongos enddfitos aislados son capaces de producir
Swainsonina, se realizé6 cromatografia en capa fina, utilizando la misma fase moévil y
revelada que dio buenos resultados en el método de identificacion de Swainsonina de

fuente vegetal.

Las placas cromatograficas fueron observadas a la cdmara UV antes de ser revelados
con reactivo de Ehrlich. Se obtuvieron cinco placas cromatogréficas en total, ya que
encada una se colocaron 3 muestras. En la figura 34 se muestran las fotografias de los
cinco placas cromatograficas con las 15 muestras, se puede observar las lineas en rosa
fosforescente, siendo las placas cromatograficas b y ¢ los que poseen mayores
compuestos y con el compuesto en el Rf de Swainsonina igual a 0.55. La vista a la luz
UV ayuda a determinar cudntos compuestos se pueden observar, asi como la

verificacidn de que habia en el Rf = 0.55 compuesto en ciertas placas cromatograficas.

Figura 34. Placas cromatograficas los extractos alcaloideos obtenidos de la

fermentacion, vista a luz UV antes de ser reveladas

d

b e

C

Cada placa contiene tres muestras en orden de izquierda a derecha de manera (hongo) [Medio]
(a) (Ulocladium spp.)[M1], (Mucor spp.)[M1], (Fusarium spp.)[M1]

(b) (Ulocladium spp.)[M2], (Mucor spp.)[M2], (Fusarium spp.)[M2]

(c) (Ulocladium spp.)[M3], (Mucor spp.)[M3], (Fusarium spp.)[.)[M3]

(d) (Penicillium spp.)[M1], (Penicillium spp.)[M2], (Penicillium spp.)[M3]

(e) (Acremonium spp.)[M1], (Acremonium spp.)[M2], (Acremonium spp.)[M3]
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El revelado con el reactivo de Ehrlich confirmé de manera definitiva la existencia de
Swainsonina en el extracto alcaloideo de los fermentados (Figura 35) con un tono
violeta intenso a la altura del Rf=0.55. Ademas, que ciertos de los hongos aislados son
capaces de producir Swainsonina en el medio de fermentaciéon durante 25 dias a

temperaturas 19°Cy 22°C.

Figura 35. Cromatogramas de las 6 muestras que poseen Swainsonina con Rf 0.55

despues de haber sido reveladas con reactivo de Erlich

b,

Cada placa contiene tres muestras en orden de izquierda a derecha de manera (hongo) [Medio]
(a) (Ulocladium spp.)[M2], (Mucor spp.)[M2], (Fusarium spp.)[M2] y a;es la misma placa pero después de
haber sido sometida a calor (b) (Ulocladium spp.)[M3], (Mucor spp.)[M3], (Fusarium spp.)[M3] y b, es la

misma placa después de haber sido sometida a calor

En el caso del cromatograma (a-a;) las manchas se encuentran a una altura de 4.7 cm
con un recorrido de la fase mévil de 8.5cm aplicando la Ec.1 se tiene un RF= 0.55 y el
segundo cromatograma tiene la mancha a la altura de 44 cm y con una recorrido de la
fase movil de 8 cm, aplicando la Ec.1 se tiene un Rf de 0.55. Coincidiendo con la

referencia bibliografica.
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Las placas cromatogréficas restantes no se muestran ya que no poseen un Rf que
indique la produccion de Swainsonina, es probable que el medio Czapek también se
pueda producir Swainsonina, sin embargo no en cantidades que el TLC pueda

detectarlo, por lo tanto no posee niveles de produccion significantes para este ensayo.

Se determinaron como hongos productores de Swainsonina a Fusarium spp. y a
Ulocladium spp., comprobando que existe antecedentes como productores de
Swainsonina de este género fungico. Los medios en los que produce son el medio
Avena vy lisina, debido a la lisina y a la avena, siendo ambos ingredientes del medio

importante precursores de la ruta metabdlica para la formacién de Swainsonina.

De manera cualitativa se puede observar que hay un color mas intenso en las muestras
del extracto proveniente del medio Avena y del hongo Fusarium spp. mas que el

Ulocladium spp.

4.3.4. Determinacion de Cinética de Crecimiento de Hongo(s) en Medio(s)

Seleccionados como Productores de Swainsonina

La curva de crecimiento se obtuvo al platear el tiempo de incubacién versus el peso en
seco de las células fungicas para poder tener el grafico del crecimiento de cada hongo
en cada medio seleccionado, las figuras 36 y 37 muestran las curvas de crecimiento

determinadas experimentalmente.

Los graficos comprenden la cinética de crecimiento durante los primeros 14 dias ya
que es resto de dias, los niveles de biomasa se mantienen constantes, al parecer estos
son los dias en los que la Swainsonina se produce, ya que tiene relaciéon con la
acidificacion el pH del medio. El probable que durante este periodo de crecimiento, la

biomasa no crezca, sino su produccién de Swainsonina como metabolito secundario.

Las cantidades de biomasa inicial es de 70.6 g/L y las cantidades finales de biomasa de
en (gramos de células por litro de medio); Fusarium spp en [M2]= 84.885 g/L,
Ulocladium spp. en [M2] = 74.9, Fusarium spp en [M3] = 134.9 y Ulocladium pp. en
[M3]=120.1
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Figura 36. Grafico de curva de crecimiento de Fusarium spp y Ulocladium spp en medio

Avena [M2] durante 25 dias de incubacién a Temperatura 19-22°C.
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Figura 37. Grafico de curva de crecimiento de Fusarium spp y Ulocladium spp en medio

Avena [M2] durante 25 dias de incubacidon a Temperatura 19-22°C.
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En los cuatro tratamientos se percibe que el crecimiento exponencial se realizé entre
los dias 6 y 8, teniendo los mayores niveles de biomasa el [M3] en el caso de

Ulocladium spp.que alcanza 185.915 g/L.

Para la determinacion de velocidad de crecimiento (g celulas seca/hora) se aplicé la
Ecuacion 2 X=X, x e *". Despejando p se determind la velocidad de crecimiento (u)

Fusarium spp. y Ulocladium spp. en los medios [M2] y [M3].(Tabla 18)

El mejor medio para el mayor desarrollo de biomasa fungica enddfita es en el medio
Avena-Lisina [M3], dada la situacion e produccion de biomasa endéfita, seria éptimo
realizar el cultivo en el medio [M3]. Sin embargo, no se puede determinar si el

crecimiento es un factor proporcional a la produccion de Swainsonina.

Tabla 21. Valores de velocidad de crecimiento para Fusarium spp. y Ulocladium spp.

en los medios [M2] y [M3]

Medios
Microorganismo Avena [M2] Lisina [M3]
Fusarium spp. 48.81" 121.31
Ulocladium spp 38.99 113.64

! Los valores se encuentran en g/hora, es decir gramos de células

peso en seco por horas de incubacion en el medio seleccionado.

4.4. Desarrollo de una Técnica por -HPLC para Evaluar las Concentraciones de
Swainsonina en los Extractos Alcaloideos obtenidos a partir de Astragalus
arequipensis y su(s) Hongo(s) Endéfito(s).

4.4.1. Evaluacion Cualitativa de Extractos Alcaloideos Obtenidos a partir de
Astragalus arequipensis y su Biomasa Fungal Endéfita, Individualmente, por

Cromatografia en Capa Fina (TLC)
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Una vez determinada la leguminosa nativa Astragalus arequipensis como fuente
vegetal del alcaloide de gran importancia, Swainsonina y aislado, identificado vy
determinado a Fusarium spp y Ulocladium spp cepas nativas productoras de
Swainsonina en los medios Avena [M2] y Lisina [M3]; se realizé una cromatografia
cualitativa de comparacion de concentraciones mediante la intensidad de color en el
cromatograma de las cinco muestras de Swainsonina de ambas fuentes en

comparacion con el estdndar a concentracién de 6 pg/mL.

Se corrieron 6 muestras en la placa silica gel (Figura 38), siendo el primer carril el
estdndar de Swainsonina, el segundo carril la muestra vegetal de 20 g de hojas
pulverizadas, el tercer carril es la muestra de Fusarium spp. en [M2], el cuarto carril es
de Fusarium spp. en [M3], el quinto carril es de Fusarium spp. en [M2] y el ultimo de

Ulocladium spp. en [M2], Mucor spp. en [M2].

Figura 38. Fotografias de la placa cromatografica para determinacion de Swainsonina a

partir de fuente vegetal Fungal, en comparacion al estandar.

a b

(a) Placa cromatografica revelada con reactivo de Ehrlich (b) el mismo visto a la luz UV. Se
observan las lineas de Swainsonina a la misma altura de 4.4cm de altura al mismo nivel que la

linea del estandar de Swainsonina, con una distancia de recorrido de la fase movil de 7.9cm.
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Se observaron los resultados a la luz UV, una vez aplicado el reactivo de Ehrlich y de
nuevo a la camara UV, en este Ultimo procedimiento se observan claramente las lineas
Swainsonina a Rf=0.559. Es probable que se haya movido ligeramente el Rf ya que el

extracto se encontraba en metanol a diferencia de los TLC anteriormente realizados.

Ya que hasta este punto solo se encuentra determinada la concentracién del estandar
se determina que las muestras poseen mayores concentraciones de Swainsonina
debido a la intensidad de color, también es posible que Fusarium spp. produzca mas
Swainsonina en [M2] medio Avena debido a que es cuarto carril y posee una linea mas
pronunciada. Se concluye que la fuente fungal posee mayores concentraciones de

Swainsonina que la fuente vegetal de 20 g de hojas pulverizadas.

4.4.2. Desarrollo de Técnica por HPLC-UV para Determinaciéon Cuantitativa de

Swainsonina

Con el objetivo de determinar las concentraciones de los extractos alcaloideos y el
rendimiento de las diferentes fuentes de produccién de Swainsonina, se desarrollé un

método en HPLC para su determinacion.

Algunas de las pruebas necesarias para validar el método no se realizaron debido a la
poca disponibilidad de estandar, siendo un producto de escaza adquisicién. Las
muestras fueron enrazadas a 5 mL en acetonitrilo y luego centrifugadas para desechar
cualquier impureza para el ensayo. Por lo tanto se tiene 4 muestras de origen fungal y
el mismo procedimiento con la muestra de origen vegetal una de 20 g de hojas

pulverizadas y otra de 500 g de hojas pulverizadas en dos diluciones.

En este estudio, los graficos de calibracién fueron construidos empleando 5 diferentes
concentraciones entre los 0.5 ug/mLy 6 ug /mL. Cada concentracion fue por triplicado.
El ensayo fue llevado de acuerdo a las condiciones experimentales previamente
descritas. Después de plotear las concentraciones versus dreas, los datos mostraron la
siguiente ecuacidon Y=A+BX, donde Y es el valor del drea del pico, X es la concentracion
de la muestra (ug/mL.), A es el intercepto, y B en la pendiente. La ecuacion de

regresion fue Y=-257588.35+2576410X y el coeficiente r fue r=0.9987.
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La precisidn fue evaluada por inyeccién repetida de las muestras por triplicado. El valor
de la desviacion estandar (RSD) del area del pico y el tiempo de retencidon son

aceptable, se muestra en la tabla 22.

La curva de calibraciéon (Figura 39) y la ecuacidn lineal permitieron determinar las
concentraciones de las muestras de cuerdo a los resultados de area integrada que

brinda el equipo de HPLC.

La curva de calibracion se hizo entre las concentraciones de 0.5 pg/mL y 6 ug/mL
porque se realizaron una corridas no registradas para determinar entre que areas

variaban las muestras.

Ademas, la bibliografia registra que un método en HPLC-UV detecta minimo 10 ug de
Swainsonina/mL, siendo éste dato la prueba que el método desarrollado en el

presente posee un minimo detectable muchisimo menor.

Tabla 22. Valores de RSD para los estdndares de Swainsonina.

Estandar Concentracion Promedio RSD(*)
(ng/mL) Area (%)
1 0.5 937687 2.86
2 1 2432684 0.87
3 2 5143099 1.37
4 4 9989884 0.58
5 6 15356907 6.44

*RSD (desviacién estdndar/concentracion media) x100.
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Las muestras fueron corridas en triplicado, se determind la repetitividad mediante la
inyeccion de un mismo analista, el mismo dia y el mismo instrumento y la
reproducibilidad diferente dia de inyeccidn. Las desviaciones estandar relativa de las

muestras es menor a 2.9 %. Tabla 23.

Figura 39. Cromatograma de la curva de calibracion de Swainsonina en HPLC-UV
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A partir de los resultados de concentraciones se determinaron las concentraciones de
las muestras diluidas que fueron la fuente de 500g de hojas y de la Swainsonina

obtenida a partir del fermentado del hongo fusarium spp. en medio Avena.

Y de la misma manera se determiné el rendimiento de la fuente vegetal en ug de
Swainsonina por gramo de hojas de Astragalus arequipensis y la fuente Fungal en pg
de Swainsonina por litro de medio y ug de Swainsonina por gramo de células fungales

(peso seco). Tabla 20.

Por lo tanto, se ha desarrollado un método isocratico de HPLC con deteccién UV, para
la cuantificacion de Swainsonina a partir de Astragalus arequipensis y biomasa fungal
enddfita; la cual permite la introduccién de las muestras resultado de una extraccién
acido-base. Este método ha sido aplicado a la identificaciéon y cuantificacion de

muestras con contenido de Swainsonina reales.
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Tabla 23. Muestras de fuente vegetal y Fungal

) Promedio Promedio RSD
Fuente  Muestra* Area i
T, Area (%)
1* 0.821 8.090 1904758.33 1.498
= 2% 2.649 8.096 6640826 2.243
o)
(V)
E" 3* 5.147 8.160 13108320 0.894
4* 2.855 8.172 7172927 2.604
- 5* 1.984 8.299 4918630 2.419
©
oo
S 6* 1.200 8.230 2888102 0.205
[F 9
7* 2.259 8.173 5631205 0.871

RSD (desviacion estandar/concentracion media)x100, Muestras: 1*: 20g de hojas, 2:* 500g
de hojas diluida (1:9), 3*: 500g de hojas diluida (2:8), 4*: 500mL de fermentado de Fusarium
spp en medio Avena-Lisina, 5*: 500mL de fermentado de Fusarium spp en medio Avena, 6*:
500mL de fermentado de Ulocladium spp en medio Avena-Lisina,7*: 500mL de fermentado

de Ulocladium spp en medio Avena.

4.4.3. Determinacion de Concentraciones en cuanto a la Obtencion de Swainsonina
a partir del Organo Vegetal de Astragalus arequipensis y su(s) Hongo(s)

Enddfito(s) Seleccionados

Se ha determinado las concentraciones (Tabla 24) de Swainsonina en cada fuente
tanto de Astragalus arequipensis como de los hongos endéfitos nativos aislados a
partir de la misma planta, habiendo elegido por TLC a Fusarium spp y Ulocladium spp.
como hongos endéfitos capaces de producir Swainsonina, por esta razon solo se
determiné por HPLC la produccidon de ambos en medio Avena [M2] y medio Avena-

Lisina [M3].
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El hongo enddfito nativo Fusarium spp. de Astragalus arequipensis posee gran
capacidad de produccion de Swainsonina en medio Avena con el valor de 87.670 g de
Swainsonina por gramo de microorganismos. Por lo tanto, se considera una
produccién de Swainsonina de origen microbiolégico mediante fermentacién en medio
Avena como método con mayor rendimiento. Hao Lu (2012), registra que el hongo
endofito genero Fusarium obtenido a partir de Astragalus variabilis tiene una
capacidad de produccion de 111ug/g en medio Czapek a 24°C por 14 dias de
incubacién, en este caso la temperatura es mayor y el tiempo de incubaciéon también
es menor, sin embargo se eligié incubar 25 dias debido al tiempo en que desarrollaron
los hongos en medio sdlido y a la comparacidn bibliografica que registra desde 5 dias

hasta 45 dias de incubacidn para la produccion del alcaloide deseado, Swainsonina.

Tabla 24. Determinacion de concentracion de Swainsonina obtenida de cada una de

las fuentes tanto vegetal como fungica.

Concentracién SwW SW g
Fuente  Muestra a g aF
(ng/mL) gH L 9
1* 0.821 0.205° - -
= 2% 2.649 0.268"
o)
(V)
iy 3* 5.147 0.257° - -
>
Promedio de produccion 0.243
4* 2.855 28.548 0.209
= 5* 1.984 793.725 87.670
1)
5 6* 1.200 12.002 0.098
7* 2.259 - 22.595 0.295

Muestras:1*: 20 g de hojas, 2:* 500g de hojas diluida 1:9, 3*: 500 g de hojas diluida 2:8, 4*:
500 mL de fermentado de Fusarium spp. en medio Avena-Lisina, 5*: 500 mL de fermentado de
Fusarium spp. en medio Avena, 6*: 500 mL de fermentado de Ulocladium spp en medio
Avena-Lisina, 7*: 500 mL de fermentado de Ulocladium spp en medio Avena. SW=
Swainsonina, H= hojas pulverizadas, L= Litro de medio de cultivo, F=de células fungales (peso

seco)
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La comparacién entre la fuente vegetal y fungal es clara, definitivamente la Fungal es
la ideal. Teniendo en segundo puesto de productor al otro hongo Ulocladium spp en
medio Avena. En conclusién ambos son buenos productores y el medio ideal de

produccién del alcaloide es el medio Avena.

El método fermentativo en comparacion a método de extractivo a partir de la fuente
vegetal posee mayor capacidad de produccion de Swainsonina debido a que
claramente se comprueba que los hongos enddfitos de la planta son los responsables
de las concentraciones de este alcaloide en ella debido a las condiciones en las que se
fermento. El hongo enddfito Fusarium spp. en medio Avena a temperatura 19-22°C
durante 25 dias es el mejor productor de Swainsonina con una bio-produccién de
793.725 ug/L (87.67 ug/g) en comparacién al método extractivo de fuente vegetal con
una produccién de Swainsonina de 0.243 pg/g. Por lo tanto el método fermentativo es

el de mayor rendimiento para la obtencién de Swainsonina.

La tabla 25 indica que los niveles de Swainsonina producidos pos Astragalus
Arequipensis se encuentran muy por debajo de las especies estudiadas, y con
referencia a las concentraciones de Swainsonina producidos por los hongos endofitos,
la cepa aislada de Fusarium spp. en el presente trabajo es capaz de producir mayores

cantidades del alcaloide que las cepas del cuadro.

Tabla 25. Concentraciones de Swainsonina en el género Astragalus y sus hongos

endofitos de investigaciones realizadas

Organismo Concentracion Autor (afo)
Fusarium de Astragalus variabilis 111 pg/g en medio Czapek Hao Lu 2012
Oxitropus Glabra 48.50 pg/g de planta Hao Lu 2012
Schizophyllum spp. 773 ug/g en medio Czapek Hao Lu 2012
Astragalus lentiginosus 1.25 mg /g peso himedo Pfister 2003
Oxytropus. kansuensis 148 mg/g Li 2012
Astragalus hamiensis 44 mg/g Li 2012
Astragalus hamiensis(flores) 162 mg/g Li 2012
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CONCLUSIONES

e PRIMERO. El extracto alcaloideo obtenido mediante la extraccidon solido-liquido
de las hojas pulverizadas de Astragalus arequipensis que fue recolectada del
poblado de Huambo, en Cotahuasi, capital de la provincia de La Unién en el
Departamento de Arequipa-Perd, entre los 3800 y 4000 msnm, a una
temperatura de 13°C, posee mayor concentracidon de Swainsonina determinado
de manera cualitativa por poseer un Rf= 0.55 con mayor intensidad de color en
la placa cromatografica de TLC en comparacién al extracto de los tallos y no
encontrandose algln rastro detectable mediante este método del extracto de
las raices

e SEGUNDO. Los cinco hongos enddfitos obtenidos a partir de Astragalus
arequipensis y su rizosfera fueron Fusarium spp, Ulocladium spp, Mucor spp,
Penicillium spp. y Acremonium spp.

e TERCERO. Los hongos Fusarium spp y Ulocladium spp son capaces de producir
Swainsonina en medio Avena [M2] y medio Avena-Lisina [M3] por
fermentacion el cultivo sumergido discontinuo, ya que la intensidad del color
en la placa cromatografica de TLC es mayor que el resto de los fermentados a
un Rf=0.55

e CUARTO. Se desarrolld una técnica de HPLC que de acuerdo a su linealidad y
sensibilidad es capaz de identificar Swainsonina por lo que se determinaron las
cantidades de produccion de Swainsonina por Fusarium spp en medio Avena
[M2] es el mayor productor con un valor de 793.7 ug SW/L de medio y 87.67ug
SW/g de células en peso seco, el mismo hongo en medio Avena-Lisina [M3]
produce 28.5 ug SW/Ly 0.209 ug SW/g, Ulocladium spp. en medio Avena [M2]
produce 22.60 pug SW/Ly 0.295ugSW/g y en medio Avena-Lisina [M3] se 12.0
ug SW/Ly 0.098 ug SW/g. Finalmente, a partir de las hojas de Astragalus
arequipensis se obtuvo la menor concentracion de 0.243 ug SW/g de hojas
secas.
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RECOMENDACIONES

Al finalizar este trabajo experimental y bajo las condiciones que se desarrollaron todos

los métodos, se recomienda:

e Determinar la cantidad de alcaloide que poseen las flores en la etapa de
florecimiento de la leguminosa Astragalus arequipensis e incluirla a la
comparacion de concentracién entre los diferentes érganos de la planta.

e Estudiar el contenido de otros compuestos que posee Astragalus arequipensis.

e Optimizar la produccién de Swainsonina a partir del hongo endéfito obtenido
Fusarium spp. en cuanto a las condiciones de temperatura, pH y tiempo de
incubacion y posible diseio de un biorreactor para la bioproduccion de

Swainsonina.
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ANEXOS

Anexo 1

Carta de identificacién de la leguminosa obtenida como Astragalus arequipensis del

laboratorio de Herbologia de la Universidad Nacional de San Agustin

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS
LABORATORIO DE TAXONOMIA VEGETAL

Arequipa 25 de Setiembre de 2012

Srta. Marcia Alejandra Layva Salas:
Prezante.-

Previo saludo. De zcuerdo 2 lp solicitado el dia 7 de
sefiembre del presente afic =obre la  idertificacion
taxondmica de su muestra vegetal, @& continuacion se
detalia.

Planta herbdcea de la familiz de las Papilionaceas, con tallo de cuarenta o cincuenta
centimetros de altura en promedio, duro y ramoso; hojas compuestas de hojuelas elipticas
y aserradas por ef margen: flores blancas, axilares y pedunculadas y fruto en vaina
inflada, pilosa. con una o dos semillas amarillentas, de un centimetro apraximadamente
de didmetro, gibosa, y con un dplce encorvado.

Familia: Fabaceas
Mombre Cientifico: Asiragalus arequipensis
MNoambre comun: Garbancillo, machamacha, kontekonte, algamebillo.

Por Io tanta, cartifics que la muestra vegetal entregada comesponde & @ especie descrita
anteriorments.

o O A N | . S
g .
v, \

F 4 i 0
A logel L

g 4

= s

j.

VICTOR QUIPUSCOA SILVESTRE
BIOLOGO CEF. N 2484
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Anexo 2

Figura de Astragalus arequipensis con fisionomia sefialada

— Ramas, sericeo-
vellosas.

— Hojas
imparipinadas,con
peciolo

== Crasiusculos
elipticos obtusos,
blanco-sericeos,

— 15-17 foliolos,

Flor blanca a
amarillenta)

—— Bracteasy
bractéolas sericeo-
vellosas

— Caliz sericeo-
velloso, con pelos
glandulares en su
insercion,

— Estandarte
subcircular,

— Legumbre-
vellosa

— Quilla obtusa de

5,5-6 mm(Figura 2j)
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Anexo 3

Diagrama de extraccién Acido - Base

En medio acido los

alcaloides estan en Los alcaloides

forma de sal vuelven a su
{hidrosoluble) estructura
Acido en Base
. solucién acuosa -
Filtrado Solvente Dri;‘mico
\ 7
—’ _> % A —  Alcaloides
) — +
/ RN+ R-CH3z

Alcaloide en medio

~ Aicaloides s acuoso acido ' Fase acuosa
R-CHs3
Material vegetal R-CH;
pH basico
{alcaloide
como base)
+
Solvente organico
Recuperar la Fase
Organica
Proceso de
Concentracién
para eliminar el
solvente
Producto
Alcaloides
+
R.-CHz
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Anexo 4

Reactivo de Ehrlich (*)

HY . oau
:
O

.

Deshidratacidn
H3PO4

El 4cido orto-fosférico reacciona con la molécula

polihidroxiindolizidinica y ocurre una deshidratacién
de la molécula para que luego el complejo p-
dimetilaminobenzaldehido con metanol que es Cr}
fuertemente electréfilo reacciona con el electrén del cn

carbono a del anillo indol y después de esta reaccion

. T II!HEL'Hq

calentando la placa se forma un complejo de color
. -DMBA-MetOH
violeta. F :

-r"'”

m
Elr{>=nu.;-,
Color violeta

Composicion

p- dimetilaminobenzaldehido 1lg
Metanol 25 mL
Acido orto-Fosférico 25 mL

Preparacion

Primero disolver el p- dimetil amino benzaldehido en el metanol, luego agregar el

acido orto-fosférico, mezclar y llevarlo al frio porque es una reaccién exotérmica.

*(Russel et al. 2002)
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Anexo 5

Medio Papa Dextrosa Agar PDA

Papa Dextrosa Agar se utiliza para el cultivo de hongos, es un medio de uso general
para levaduras y mohos que pueden complementarse con acido o antibidticos para
inhibir el crecimiento bacteriano. Nutricionalmente es un medio base que estimula la

esporulacién de mohos y la produccion de pigmento en algunos dermatofitos.

Composicién (para 1 Litro de medio)

Patata 200 g
Dextrosa 20g
Agar — agar 15¢g
Cloranfenicol 500 mg

Preparacién

Pelar y cortar las patatas en cuadrados de 1 cm, hervir en 1000 mL de agua destilada
durante 30 minutos, luego filtrar y recuperar el filtrado en una probeta de 1000 mL
enrazar con agua destilada a 1000 mL, agregar la dextrosa y disolver y finalmente
agregar el agar-agar y disolver en un baldn de vidrio, calentar si es necesario para
disolver totalmente el agar- agar. Esterilizar a 121°C, 1.5 bar por 15 minutos luego

agregar el cloranfenicol y verter en cada placa. Sellar cada placa y almacenar a al frio
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Anexo 6

Medio Czapek [M1]

El medio contiene sélo fuentes inorganicas de nitrogeno y fuentes quimicas de
carbono. El medio Czapek es uatil para una variedad de procedimientos
microbioldgicos, incluyendo la microbiologia suelo y hongos. Este medio garantiza el

rendimiento caracteristico micelio y conidios.

La sacarosa es la Unica fuente natural de carbono, y nitrato de sodio es la Unica fuente
de nitrégeno, el fosfato dipotdsico es el agente tampdn, y cloruro de potasio contiene

iones esenciales. El sulfato de magnesio y sulfato ferroso son fuentes de cationes.

Composicién (para 1 Litro de medio)

Sacarosa 30g
Nitrato de Sodio 30¢g
Fosfato dipotasico 10g
Sulfato de magnesio 05¢g
Cloruro de Potasio 05¢g
Sulfato Ferroso 0.01g

Preparacidn

Pesar cada uno de los componentes del medio, tomar un balén y verter 1000 mL de
agua destilada, agregar la sacarosa y disolver, luego agregar el resto de reactivos,
disolver. Calentar si es necesario para su disolucidn, verter el medio en sus respectivos

matraces de fermentacidn con tapon; esterilizar a 121 °C, 1.5 bar por 15 minutos
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Anexo 7

Medio Avena [M2

La avena es una fuente de nitrégeno, carbono, proteinas y nutrientes, el medio

promueve el desarrollo de la meiosis de Ascomycetes.

Composicién (para 1 Litro de medio)

Glucosa 50g

Avena 20g

Extracto de levadura 20g

Acetato de sodio 10g

sulfato de amonio 5g

fosfato de dipotasio 2g

Solucion Stock 10 mL
— Sulfato ferroso 200 mg/ L
— Sulfato de magnesio 1g/L
— Cloruro de cobre 1g/L
— Cloruro de calcio 25mg/ L
— Acido borico 100mg /L
— Molibdato de amonio 56 mg/L
— Sulfato de zinc 19mg/L

pH 5+0.5

Preparacidn

Hervir la avena en 500 mL de agua destilada durante 3 minutos, filtrar y recuperar el
filtrado Agregar la glucosas y disolver, luego en extracto de levadura con los demas
reactivos; disolver. Aparte preparar 1000 mL de la solucién stock con agua destilada y
verter 10 mL a la mezcla anterior, enrazar a 1000 mL vy finalmente verter en cada

recipiente de fermentacién con un tapdn. Esterilizar a 121 °C, 1.5 bar por 15 minutos
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Anexo 8

Medio Avena-Lisina [M3]

La avena es una fuente de nitrégeno, carbono, proteinas y nutrientes, el medio

promueve el desarrollo de la meiosis de Ascomycetes.

La glucosa funciona como fuente carbonada y la D-lisina es un suplemento que
participa en la ruta de formacidn de swainsonina por lo tanto ayudara a promover la

bioproduccién de esta.

Composicidn (para 1 Litro de medio)

Glucosa 10g
Avena 20g
D-l-lisina 18¢g
pH 5+0.5

Preparacidn

Suspender la avena en 500 mL de agua destilada hirviendo, calentar durante 3
minutos, filtrar y recuperar el filtrado en un balén una probeta de 1000 mL. No debe
pasar el tiempo de ebullicion ya que la el liquido comienza a tener un precipitado y ya

no es apropiado para el caldo de fermentacién.

Agregar la glucosas y disolver, luego la D-lisina y finalmente enrazar a 1000 mL en una

probeta y verter en cada recipiente de fermentacién con un tapdn.

Esterilizar a 121 °C, 1.5 bar por 15 minutos
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Anexo 9

Graficas de la morfologia de los hongos endéfitos aislado a partir de Astragalus

arequipensis

Morfologia microscopica del género Acremonium

// "‘
/ t-ﬂ\ — Conidias

V4
/ (—|_= — Conidiéforos o Hifas
i

/ hialina

&7 BN

Morfologia microscopica del género Ulocladium

- Macroconidias/

mureiforme

— Conidiéforos o hifas
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Morfologia microscépica del género Mucor

Esporangio

— Esporangiosporas
— Columella

Collarette

esporangioforo

Morfologia microscépica del género Fusarium

— Macroconidias e

— Microconidias €

— Fidlides

— Conidiéforo o hifa
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Morfologia microscépica del género Penicillium
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Anexo 10

Datos de la curva de calibracidon con el estandar de Swainsonina en HPLC

[c]
X X RSD
Estandar T4 tr A DS
tr A (%)
SW/mL

1 0.5 8.127 924864

1 0.5 8.143 968573 8.2167 937687 26876  2.8662
1 0.5 8.380 919624

2 1 8.077 2421281

2 1 8.105 2419435 8.1680 2432684 21370 0.8784
2 8.322 2457337

3 2 8.312 5061777

3 2 8.073 5184071 8.2393 5143099 70428  1.3694
3 2 8.333 5183450

4 4 8.317 9947108

4 4 8.097 10054948 8.2463 9989884 57271  0.5733
4 4 8.325 9967597

5 6 8.025 14220241

5 6 7.993 16023949 8.1133 15356907 989318 6.4422
5 6 8.322 15826530

[C] =concentracién de pg de swainsonina estandar por mL de solucién, X = promedio, tr= tiempo de
retenciéon, A= drea de integracion, DS= desviacién estandar, RSD= desviacion estdndar relativa

(desviacidn estandar/concentracion media)x100
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insonina

Cromatograma de HPLC de la grafica de calibracion de Swa
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Anexo 13

Grafico concentraciones de la curva de calibracion con el estandar de Swainsonina en HPLC versus area de integracion

18000000
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Anexo 14

=

ACN

20g

500g
(1:9)*

500g
(2:8)*

W W W N N N R B =

tr

8.055
8.120
8.095
8.062
8.117
8.110
8.098
8.122
8.260

FUENTE VEGETAL DE HOJAS DE Astragalus Arequipensis

A

1874195
1930702
1909378
6749042
6540650
6832786
13223656
12989423
13111881

[C]

ug/mL

0.809
0.831
0.822
2.691
2.611
2.723
5.191
5.101
5.148

X

[C]

0.821

2.675

5.147

X

tr

8.090

8.096

8.160

1904758.3

6707492.7

13108320

DS

28535.35

150434.77

117157.095

RSD (%)

1.4981

2.2427

0.8937

*Dilucidnes del extracto en 1000 ulL, M=Muestra, ACN = extracto de X gramos de hojas en Acetonitrilo [C] =concentracion, X = promedio, tr= tiempo de

retencion, A= drea de integracion, DS= desviacidon estandar, RSD= desviacion estandar relativa (desviacidn estandar/concentracién media)x100
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Anexo 15

FUENTE FUNGAL DE Fusarium spp Y Ulocladium spp. EN MEDIO AVENA [M2] Y MEDIO AVENA-LISINA [M3]

M. ACN
4
Fusarium spp.
4
[M3]
4
5
Fusarium spp.
5
[M2](25uL)*
5
6
Ulocladium spp.
6
[M3]
6
7
Ulocladium spp.
7
[M2]
7

tr

8.087

8.188
8.242

8.310

8.310

8.277
8.220
8.268
8.203
8.217
8.130
8.173

Area
7348656

6976800
7193324

4781319

4991050

4983522
2891599
2881256
2891451
5684319
5587554
5621742

[C] pg/mL
2.923

2.779
2.863

1.931

2.012

2.009
1.202
1.198
1.202
2.280
2.243
2.256

X pg/mL Xtr
2.855 8.172
1.984 8.299
1.200 8.230
2.259 8.173

XA

7172926.7

4918630.4

2888102.0

5631205.0

DS

186765.25

118974.52

5929.27

49071.66

RSD (%)

2.604

2.419

0.205

0.871

*Dilucidon de 25 uL del extracto en 1000 ulL, M=Muestra, ACN= extracto de fermentado de X en ACN, [C] =concentracion, X = promedio, tr= tiempo de

retencion, A= drea de integracion, DS= desviacidon estandar, RSD= desviacion estandar relativa (desviacidn estandar/concentracién media)x100
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Anexo 16

Recopilacién de los cromatogramas obtenidos de cada muestra analizada por HPLC

Cromatograma de HPLC de la grafica de muestra de fuente vegetal de 20 g de hojas

pulverizadas
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Cromatograma de HPLC de la grafica de muestra de fuente Fungal de Fusarium spp.
en medio Avena [M2] a 19°C-22°C durante 25 dias, diluido 25ulL del extracto

alcaloideo en a 1000ulL de Acetonitrilo
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Cromatograma de HPLC de la grafica de muestra de fuente Fungal de Ulocladium spp.

en medio Avena [M2] a 19°C-22°C durante 25 dias
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Anexo 17

Tabla de datos obtenidos a partir de la monitorizacién de cinética (g/L) de Fusarium
spp, y Ulocladium spp. En medio Avena [M2] y medio Avena-Lisina [M3] de los

primeros 14 dias.

Medio Avena [M2] Medio Avena-Lisina [M3]
Horas Fusarium spp Ulocladium spp. Fusarium spp Ulocladium spp.
0 70.6 70.6 70.6 70.6

12 80.965 80.965 80.965 80.47
24 84.655 85.105 96.805 110.195
36 90.055 87.715 101.35 123.355
48 90.64 88.525 113.365 125.155
60 92.89 88.975 125.92 129.745
72 95.545 87.535 129.745 135.865
84 99.505 88.165 137.89 143.245
96 100.72 91.09 149.365 144.01
108 101.62 100.405 154.63 152.29
120 104.14 104.535 158.365 154.855
132 105.355 106.805 161.245 157.015
144 108.955 115.315 162.865 164.845
156 111.97 125.425 165.79 171.865
168 113.455 129.475 166.465 178.345
180 109.4 124.755 167.34 181.675
192 103.87 114.05 169.4325 181.925
204 102.385 102.57 169.525 174.885
216 100.855 95.455 169.615 164.83
228 98.965 94.105 170.38 157.785
240 97.885 89.38 162.91 147.895
252 93.16 84.475 153.19 142.39
264 92.125 80.74 140.455 131.545
276 90.865 78.58 139.96 128.845
288 88.255 77.5 138.925 123.85
300 87.67 76.375 136.9 122.005
312 87.7 75.4 136.95 122.7
324 84.9 76.05 136.85 122.15
336 84.885 74.9 134.9 120.1
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