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RESUMEN

El Nostoc sp. se caracteriza por ser una cianobacteria cosmopolita, capaz de vivir en condiciones
extremas de temperatura y nutrientes, esta condicion le permite desarrollar compuestos
quimicos como medida de proteccion, estos compuestos tienen propiedades bioquimicas
beneficiosas para el ser humado como: propiedades antioxidantes, anticancerigenas,

antibacteriales, antivirales, etc.

En el presente trabajo se determinaron los principales grupos de compuestos quimicos por
tamizaje fitoquimico, contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu, capacidad
antioxidante mediante los métodos ABTS* y DPPH, de los extractos metandlicos de Nostoc sp.

Los resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico del Nostoc sp. reveld la presencia de
polifenoles, taninos, oxihidrilos fenolicos, hidratos de carbono, flavonoides, esteroles,
triperpenos y cardendlidos, por otro lado el contenido de fenoles totales del extracto al 10 por
ciento (3,0743 £ 0,04 mgEAG/Q) fue estadisticamente significativamente mayor (p<0,05) a las
concentraciones al 5 por ciento (2,6327 + 0,04 mgeAG/g) y al 20 por ciento (2,1127 + 0,06
mgEAG/g); sin embargo, el analisis de capacidad antioxidante tanto para ABTS como DPPH se
obtuvo un mejor resultado al 5 por ciento con un valor de 2,325 + 0,03 pumol de trolox/g y un
IC50 de 0,581 mg/ml.

Por lo que se puede concluir que, la cianobacteria Nostoc sp en este estudio posee una serie de
compuestos con capacidad antioxidante, propiedad que puede aprovecharse para campos como

la nutricién, medicina, cosmética.

Palabras clave: Nostoc sp, marcha fitoquimica, polifenoles, capacidad antioxidante.



ABSTRACT

Nostos sp. is characterized by being a cosmopolitan cyanobacterium, capable of living in
extreme conditions of temperature and nutrients, this condition allows it to develop chemical
compounds as a protective measure, these compounds have biochemical properties beneficial

to humans such as: antioxidant, anticancer, antibacterial, antiviral, etc. properties.

In the present work, the main groups of chemical compounds were determined by
phytochemical screening, total phenol content by the Folin-Ciocalteu method, antioxidant

capacity by the ABTS+ and DPPH methods, of the methanolic extracts of Nostoc sp.

The results obtained from the phytochemical screening of Nostoc sp. revealed the presence of
polyphenols, tannins, phenolic oxyhydryls, carbohydrates, flavonoids, sterols, triperpenes and
cardenolides, on the other hand, the total phenol content of the 10 percent extract (3.0743 £ 0.04
mgEAG/g) was statistically significantly higher (p<0.05) than the 5 percent (2.6327 + 0.04
mgEAG/g) and 20 percent (2.1127 + 0.06 mgEAG/g) concentrations; however, the antioxidant
capacity analysis for both ABTS and DPPH obtained a better result at 5 percent with a value of
2.325 £ 0.03 pmol trolox/g and an 1C50 of 0.581 mg/ml.

Therefore, it can be concluded that the cyanobacterium Nostoc sp in this study possesses a series
of compounds with antioxidant capacity, a property that can be used in fields such as nutrition,

medicine and cosmetics.

Key words: Nostoc sp, phytochemical gait, polyphenols, antioxidant capacity.



. INTRODUCCION

2 ¢

El Nostoc sp, comunmente llamada “murmunta”, “crespito”, “llayta”, es una cianobacteria que
crece en cuerpos de agua en regiones del Per( como Ancash, Amazonas, Cajamarca, Cuzco,
Huancayo, Junin, Puno, Cerro de Pasco y Hu&nuco (Roldan, 2015). En el PerG es uno de los
recursos consumidos por los pobladores de la sierra peruana de forma directa 0 mediante
preparacion de guisos, sopas, mermeladas o como ingredientes herbales INAIGEM (2016),
presenta un valor nutricional alto, ademas que se le atribuye propiedades medicinales como
inhibir la formacion de colesterol, antibacteriana y regulacion de la coagulacion de la sangre
(Gantar, 2008).

Si bien existen estudios sobre la amplia gama de beneficios de las macroalgas en los animales
y seres humanos por sus propiedades bioctivas, existe muy poca informacion sobre las
propiedades de los deméas organismos fotosintéticos como el Nostoc (Li et al., 2007). Al ser
organismos que son capaces de vivir y crecer en ambientes en condiciones extremas, tiene una
alta capacidad para la produccion de numerosos productos quimicos protectores contra la
oxidacion y estrés (Tsao & Deng 2004). También se caracterizan por presentar un potencial
nutricional como alimentos funcionales, ademés de capacidades antivirales, antimicrobianas,

inmunoldgicas, etc. (Dufosse et al., 2005; De la Noue y De Pauw 1988; Singh et al., 2005).

Debido a sus condiciones extremas de hébitat, estdn condicionadas a la formacion de grupos
quimicos que actien como mecanismo de proteccién, siendo unos de los principales los
compuestos fenolicos (Maravilla, 2017), que se caracterizan por su contribucion al mecanismo
de capacidad antioxidante, cuyas propiedades son utilizadas por el hombre en distintos campos
como la medicina, alimentacion, cosmética. Por ello el propdsito de la presente investigacion es
determinar el contenido de polifenoles y evaluar la capacidad antioxidante del extracto de

Nostoc sp.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1.Nostoc sp.

El Nostoc sp. es una cianobacteria filamentosa capaz de formar colonias micro y macroscopicas
que son capaces de vivir en ambientes terrestres y acuaticos, esta dualidad de habitad se debe la
capacidad que tiene de permanecer en estado latente durante meses o afos, y recuperar su
actividad metabolica en un corto tiempo después de una hidratacién natural o asistida; la forma
de actuar de estas cianobacterias cuando las condiciones de habitat cambian son sorprendentes
“ pasan de formar colonias esféricas en su estado natural que luego se aplanan asemejandose a
delgados y transparentes papeles negros cuando estan secas” (Chuquilin & Rosales,2016). Esta
caracteristica muestra que el Nostoc” es capaz de soportar ciclos repetitivos de congelacion y
descongelacion” (Dodds et al., 1995), haciendo que esta especie tenga una capacidad de

supervivencia excepcional.

Ponce (2014) sefiala que el Nostoc esta formado por colonias de cianobacterias verde azuladas,
verde oliva 0 marron, esta coloraciéon se da por la presencia de pigmentos como clorofila,
ficocianina y ficoeritrina, responsable del color marrén en algunos organismos; las colonias
formadas tienen aspecto de uvas, con caracteristicas de esferas de didmetros que varia de 10 a
15 mm, gelatinosas y traslucidas (Figura 1), se caracterizan por formar colonias laminares de
geometria regular; tiene una nutricion foto-autotréfica, que hace uso de diferentes fuentes de
nitrégeno para su alimentacion las cuales incluyen: nitrogeno inorganico (NOs., NO2., NHs"),
aminoéacidos y nitrégeno molecular, ademas que poseen la cualidad de atrapar el nitrégeno del

aire y fijarlos en sus células.



Figura 1: Nostoc sp.

2.1.1. Taxonomia

De acuerdo a la NCBI (2018) la clasificacion taxondmica de este organismo esta definido de la
siguiente forma.

Reino: Eucariota
Phyllum: Cianobacteria
Clase: Cyanophyceae
Subclase: Nostocophycidae
Orden: Nostocales
Familia: Nostocaceae
Género: Nostoc

Especie: N. commune, N. desertorum, N. edaphicum, N. ellipsosporum, N.
entophytum, N. flagelliforme, N. indistinguenda, N. linckia, N. muscorum, N. paludosum, N.

piscinale, N. punctiforme, N. sphaericum, N. trichormus. N. calcicola, N. cycadae, N.
lichenoides



2.1.2. Ciclo de vida

Dodds & Castenholz (1987) mencionan que el ciclo de vida del género Nostoc es compleja y en
su mayoria desconocida y de poco estudio y que su reproduccion se pude dar de cuatro maneras

distintas:

a) Una célula de Nostoc fragmentada en filamentos puede formar nuevas colonias.

b) Los Akinetes (Acinetos), células resistentes, pueden dispersarse y desarrollarse, formado
nuevas colonias.

¢) Los hormogonios, filamentos mdviles formados durante la reproduccion asexual, se
dispersan y forman nuevas colonias.

d) De colonias grandes se pueden formar colonias més pequefias mediante proliferacion, estas

se dispersan y se convierten en colonias separadas.

Cadena et al. (2013) describen que la formacion de hormogonios es el principal método de
reproduccion para el género Nostoc, que en presencia de una adecuada cantidad de luz se
observa una gran formacién de hormogonios que se liberan desde el filamento que presenta
heterocistos en sus extremos, los hormogonios formados se desarrollan dentro de una vaina
protectora, esta vaina es una estructura celular que juega un rol importante en la proteccién de
las células del estrés ambiental, producido por los cambios ambientales cuanto mas gruesa es la

vaina, mayor es la probabilidad de supervivencia.

2.1.3. Distribucién y extraccion

Dodds et al., (1995) mencionan que, debido a las diferentes caracteristicas morfologicas y
genéticas del Nostoc sp. la hacen una de las cianobacterias mas cosmopolitas que existen, su
distribucion es tan amplia que estos organismos habitan distintos sistemas ecoldgicos, existen
presencia de colonias desde los habitats extremadamente frios y secos de los valles Antarticos
y Articos, hasta suelos desérticos y calientes en todo el mundo. El Nostoc también es capaz de
formar asociaciones simbidticas con hongos y con ascomicetes (formacion de liquenes),
ayudando a formar alrededor del 10 por ciento de las especies de liquenes conocidos (Bonnet &
Castenholz, 2001).



El crecimiento del Nostoc en Latinoamérica se da en su mayoria en las zonas andinas entre los
3000 y 5000 msnm, en climas extremos ya sea por sus bajas temperaturas o ser pobres en
oxigeno. Se desarrollan especialmente en las zonas donde hay acumulacion de agua y con
suficiente nutriente para facilitar su crecimiento, sitios como los bofedales y vegas andinas son
adecuados para su crecimiento y desarrollo (Galetovic et al., 2017). El Nostoc es conocido
como: Cushuro (Pert), murmunta (Per( y Bolivia), crespito, uvas de los rios, llullucha en las

zonas andinas de Ecuador y Chile

En Sudameérica existen pocos estudios sobre el cultivo controlado del Nostoc, solo se conoce
que es una operacion extractiva. De acuerdo con el informe presentado por el INAIGEM (2016)
en laregion de Ancash-Peru la operacion extractiva del Nostoc se da por concesiones temporales
a familias que colidan en los lagos donde crece el Nostoc que son propiedad de la Comunidad
Campesina de Catac, en la laguna de Nahuimpuquio, provincia de Huancayo (Chuquilin &
Rosales, 2016), también hay presencia en la laguna Conococha en Chiquian (Huaraz) a 3400
msnm en el departamento de Ancash (Inocente et al.,2019), en la actualidad no existe
estadisticas de extraccion de este recurso en el Perd, solo se conoce en que departamentos crece

y se extrae como Junin, Ancash, Huanuco, Cajamarca, Puno y Pasco (Roldan, 2015).
2.1.4. Composicién nutricional

Gantar (2008) menciona que el Nostoc es una cianobacteria con alto contenido de humedad
(97%), sin embargo, sefiala que la calidad alimenticia esta en su contenido proteico de facil
digestion, asi también por su contenido vitaminico y su contenido de carbohidratos que puede
ser hasta en un 50 por ciento. En la Tabla 1 se muestra el contenido nutritivo del Nostoc
deshidratado segun el Centro Nacional de Alimentacion y Nutricio (CENAN, 2017).



Tabla 1: Composicién nutritiva del Nostoc deshidratado

Componente Cantidad
Agua (9) 15,1
Proteina (g) 29
Grasa total (g) 0,5
Carbohidratos (g) 46,9
Cenizas (g) 8,5
Calcio (mg) 147
Fosforo (mg) 64
Hierro (mg) 83,6
Tiamina (mg) 0,2
Riboflamina (mg) 0,41

Fuente: CENAN (2017)

Roldan (2015) menciona que existe variabilidad en el contenido de proteinas debido a las
condiciones en que estas crecen, cuyos factores de temperaturas y disponibilidad de nutrientes
afectan al crecimiento de estas; en la Tabla 2 se muestra el analisis proximal comparativo entre

del Nostoc de Chile y Perd.

Tabla 2: Comparacion proximal de Chile y Per(

Analisis quimico proximal Chile 1 Per( 2
Proteina 2549 29 ¢
Carbohidratos 62,49 46,9 g
Agua 6,39 1519
Lipidos 0,89 0,590
Cenizas 519 850
Fosforo 258 mg 64 mg
Calcio 1,076 mg 147 mg
Hierro 19,6 mg 83,6 mg

Fuente: 1. Gandar (2008), 2. CENAN (2017)

El Nostoc como lo sefialan Villavicencio et al. (2016) es un alimento nutritivo y esencial, por
su composicion proximal, pero también por su composicion de minerales (Tabla 3).
6



Tabla 3: Composicion de minerales de Nostoc en base seca

Minerales Contenido en %
Calcio 1,24
Magnesio 0,78
Sodio 0,12
Potasio 0,02
Yodo 0,87
Cloruros 0,15
Fosforo 0,18

Fuente: Villavicencio et al. (2016)

Ademas de sus cualidades nutricionales, se han desarrollado estudios para determinar sus
propiedades curativas, como la capacidad de inhibir la formacion de colesterol, que se da por la
presencia de su activo el nostocarbolina (Beacher et al.,2005), el calcio presente en el recurso
fortalece el sistema dseo previniendo la osteoporosis, estabiliza el sistema nervioso (Palomino,
2016). La familia Nostocaceae segun Jones et al. (2010) son extremadamente activos en
términos de produccion general de metabolitos secundarios, son responsables de la produccién

del 26 por ciento del total de metabolitos conocidos producidos por la cianobacteria.

2.1.5. Usos del Nostoc

Danxiang et al. (2004) mencionan que el Nostoc es una fuente de alimento que se conoce desde
hace 2000 afios por poblaciones de Asia, ademas de tratar malestares como diarrea, hipertension
y hepatitis. En el Per( el consumo de Nostoc o Cushuro se da principalmente en las regiones
andinas, su forma de consumo es directa 0 mediante preparacion de guiso, sopas 0 mermeladas
0 como ingredientes herbales (INAIGEM, 2016).

Por su importancia en la fijacion de nitrogeno es usado como biofertilizante en el cultivo de
campos de arroz (Dodds et al., 1995). También utilizado como fuente de compuestos bioactivos
los cuales incluyen agentes bioactivos, antifingicos, antibacterianos, antivirales e inhibidores
de enzimas (Fidor et al., 2019).



2.2. Compuestos fendlicos

Maravilla (2017) define a los compuestos fen6licos como moléculas presentes en alimentos de
origen vegetal que desempefian diferentes funciones: actian como metabolitos esenciales para
el crecimiento y reproducciéon celular y como agentes protectores frente a la accion de

patdgenos, siendo secretados por las células vegetales como mecanismos de defensa.

Los compuestos fendlicos tienen como estructura basica el fenol (Figura 2), estd compuesto por
un anillo aromatico unido a un grupo hidroxilo (Pefarrieta et al., 2014), es un grupo muy diverso
y presenta estructuras simples como los &cidos fendlicos hasta polimeros complejos como los
taninos condensados y la lignina debido que en su estructura molecular se pueden incluir grupos

funcionales como ésteres, metil ésteres, glicosidos, etc. (Martin, 2018).

OH

Figura 2: Estructura quimica del fenol
Fuente: Pefiarrieta et al., 2014

Los compuestos fendlicos son fundamentales en la interaccion de las plantas y su medio
ambiente (Boudet, 2007), participan como mecanismo de defensa contra la radiacion
ultravioleta o dafios fisiologicos por patdgenos (Danny & Buttriss, 2007); también participan en
diversas funciones como la asimilacién de nutrientes, las sintesis de proteina, la actividad
enzimatica, la fotosintesis, la formacién de componentes estructurales (Paladino, 2008). Los
estudios realizados han demostrados que los compuestos fendlicos son potentes antioxidantes

con efectos antimutagénicos y anticarcindgenos (Middleton & Kandaswami, 1994).

Los compuestos fenolicos como uno de los metabolitos secundarios mas importantes, ademas
de sus propiedades bioldgicas en plantas se les atribuyen, propiedades farmacoldgicas y

medicinales las que se basan en la prevencion o mejora del estado de salud como



vasodilatadores, anticarcinogénicas, antinflamatorio y bactericidas (Martinez-Valverde et al.,
2000).

2.2.1. Clasificacion de los Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos se clasifican en:

a. Flavonoides

Los flavonoides son los compuestos fenolicos mas abundante entre las especies vegetales, su
estructura quimica estd compuesta por 2 anillos benceno unidos por un anillo pireno que
contiene oxigeno (Figura 3)

Figura 3: Estructura quimica general de flavonoides
Fuente: Limdn et al. (2010)

Limon et al. (2010) mencionan que la estructura quimica de los flavonoides contiene un nimero
variable de grupos hidro fendlicos, que actian como quelantes de hierro y otros metales de
transicion e incluso presentan una gran capacidad antioxidante que depende de las propiedades

redox de sus grupos hidroxifenolicos.

Los flavonoides son de suma importancia por sus propiedades y sus efectos benéficos como
antialérgicos, anticancerigenos, antioxidantes, antiinflamatorios y antivirales (Santayana, 2018).
Se pueden dividir en antocianinas, flavonas, flavonoles, flavanonas, chalconas, flavononas,
isoflavonas, flavanoles y proantocianidinas (Tabla 4) (Kabera et al., 2014).



Tabla 4. Clases de flavonoides

FLAVONOIDES DESCRIPCION

ESTRUCTURA MOLECULAR

Presenta un grupo -OH en
Flavanol

la posicion 3 del anillo C

Presentan un grupo
carbonilo en la posicion 4
Flavonoles
uun grupo -OH en la

posicion 3 del anillo C

Poseen un grupo carbonilo

en posicion 4 del anillo C,
Flavonas tiene ausencia del grupo

hidroxilo en posicion 3 en

el anillo C)

Tiene unido el grupo -OH
en posicion 3 pero ademas
Antocianidinas poseen un doble enlace
entre los carbonos 3y 4
del anillo C.

Poseen un grupo carbonilo
en posicion 4 del anillo C,
tiene ausencia del grupo
Flavanonas hidroxilo en posicion 3 en
el anillo C). No presentan
grupo -OH en la posicién
4’ del anillo B.
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HO O
Tiene dos grupos -OH

Isoflavonas unidos en la posicion 1y 3

del anillo C Fl, ®)

Fuente: Limon et al. (2010)

b. Acidos fendlicos

Segun Penarrieta et al. (2014) son fenoles que presentan mas de un grupo hidroxilo en su

estructura quimica, se clasifica en dos grupos:

1. Losacidos benzoicos: cuya caracteritica principal es tener una estructura de siete atomos
de carbono (C6-C1), son los compuestos fenolicos mas simples que se encuentran en la
naturaleza.

2. Los acidos cindmicos, tiene en su estructura nueve atomos de carbono (C6-C3), este

grupo se encuentran al acido cafeico, acido ferdlico, p-acido cumarico y sinapico

c. Los taninos

Son polimeros polifendlicos producidos por las plantas como metabolitos secundarios, tienen la
capacidad de formar complejos con proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos, esteroides, etc.
Rodriguez (2010).

2.2.2. Metodos para la determinacion de compuestos fenolicos

e Método de Folin Ciocalteu: es la metodologia méas usada para la determinacion de
compuestos fenolicos (Singleton et al., 1999), se fundamente en su caracter reductor, se
emplea el reactivo Folin-Ciocalteau, que es una mezcla de acidos fosfomolibdico y

fosfotingstico,la reaccion se da en un medio bésico, estos compuestos de reducen al
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oxidar los compuestos fenolicos presentes, originado un complejo azul de Mo(V)

(Figura 4).
OH 0
| L
J - » U
F g
Reactivo de Folin (W%, Mo%*) Reactivo de Folin reducido (W?*, Mo®*)
Color amarillo Color azul

Figura 4: Reaccion reductora metodo Folin Ciocalteu
Fuente: Diez (2018)

e Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC): Es una técnica que ha permitido la
separacion, aislamiento, purificacion e identificacion de compuestos fendlicos, asi como
el estudio de la interaccion entre los polifenoles y otros componentes de los alimentos
(Martinez-Valverde et al., 2000)

2.2.3. Fuentes de fenoles

La principal fuente de los compuestos fendlicos son las frutas, verduras, cereales integrales, vino
tinto, etc. Los compuestos fendlicos se encuentran en las plantas de forma asociada o conjugada
a otros elementos como uno o mas residuos de azlcar (glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa)
unidos por grupos hidroxilo, pero también se encuentra unido de forma directa con lo azucares
y un carbono aromatico, el sistema de adhesién es tan complejo que se puede encontrar unido a
acidos carboxilicos, acidos organicos, aminas, lipidos y a otros compuestos (Naczk & Shahidi,
2004).

Los alimentos que contiene mayor cantidad de compuestos fendlicos son aquellos alimentos que
presentan pigmentacion roja o morada, diversos estudios realizados a frutos rojos como la fresa,
arandanos y el maiz morado, han encontrado que tienen de 2 a 11 veces mas antioxidantes que

frutos como la manzana o el kiwi (Coronado et al., 2015).
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2.3.Antioxidante

Halliwell et al. (1989) definen a un antioxidante como cualquier sustancia que se encuentran en
bajas concentraciones en comparacion con el sustrato oxidable, que retrasa de forma

considerable o inhibe la oxidacion de ese sustrato (generalmente los radicales libres).

Huang et al. (2005) la definen desde su forma bioldgica y bioquimica como ‘“‘sustancias
sintéticas o naturales agregadas a los productos para prevenir o retrasar su deterioro por la accion
del oxigeno en el aire”, y su forma medicinal como “enzimas u otras sustancias organicas, como
la vitamina E o el B-caroteno, que son capaces de contrarrestar los efectos dafiinos de la

oxidacion en los tejidos animales”.

Patthamakanokporn et al., (2008) la definen como una sustancia que forma parte de los
alimentos de consumo cotidiano y que ayuda a prevenir los efectos adversos de especies

reactivas sobre las funciones fisioldgicas normales de los humanos.

Martinez (2007) y Coronado et al. (2015) mencionan que existen dos vias por los cuales los
antioxidantes acttan para evitar el dafio celular producida por el exceso de los radicales libres

producidos por las reacciones quimicas oxidativas, estas son:

a) Enzimatico o enddgenos: Son mecanismos antioxidantes donde intervienen las enzimas
reductasas como: Superdxido dismutasa (SOD) (1), catalasa (2), Glutation peroxidasa
(GSH-Px), Glutation reductasa (GSH-Rx) y sus cofactores. Estas enzimas controlan la
concentracion de radicales libres en las células, evitando de esa manera la oxidacion
excesiva, dafio o probable inhibiciéon de las enzimas oxidasa, en la siguiente ecuacion se

describe el mecanismo de reaccion de las enzimas antioxidantes (Figura 5).

(1) 207++2H*  ———  2H0,

SOD

(2) 2H202 —— 2H202 + 02
Catalasa

(3) H0. + GSH o GSSH + 2H202

Figura 5: Ecuacion de reaccion antioxidante
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b) No enziméticos o exdgena: Son compuestos que no producen las células, pero acttan como
complemento a los mecanismos enzimaticos, la fuente de antioxidante se encuentra en los
alimentos, por lo tanto, forman parte de la dieta diaria, los compuestos mas importantes: son

las vitaminas como la como la E y C, B-caroteno, selenio, glutation reducido, cisteinas, etc.

2.3.1. Capacidad antioxidante

Belsare et al (2010) menciona que la capacidad antioxidante es la accion de los antioxidantes de
prevenir e incluso contrarrestar los dafios causados en el tejido humano por el efecto normal del
proceso de 6xido- reduccion fisiologica que se da por la presencia de radicales libres que puede
llegar a hacer altamente reactiva y clave para formar otros radicales libres en cadena, este
proceso ocurre en microsegundos afectando a moléculas aledafias y causando mayor dafio; estos

compuestos de denominan especies reactivas del oxigeno (ROS por sus siglas en inglés).

Segin Magallanes et al. (2008). la capacidad antioxidante depende de muchos factores
comenzando por la propiedad de los sustratos, la etapa de oxidacion y la localizacion de los
antioxidantes (hidrofilicas o lipofilicas). Es por ese motivo que no existe un ensayo universal
para determinar la capacidad antioxidante, ni tampoco una sola solucion para obtener un
extracto, existiendo de esa manera muchas adaptaciones de las metodologias investigadas y

validadas.

2.3.2. Métodos para la determinacion de la capacidad antioxidante

Huang et al (2005) sefialan que existen dos mecanismos de reaccion que permiten determinar

qué métodos utilizar para cuantificar la capacidad antioxidante

a. Meétodos basados en la transferencia de un a&tomo de hidrégeno (HAT): se da en un
sistema competitivo en el cual el antioxidante y el sustrato compiten por estabilizar a los

radicales libres a través de una donacion de un atomo de hidrogeno.

Reaccidén 1: Formacién de nuevos radicales libres

Xe+LH — XH + Le
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Donde:

Xe : Radical libre
LH : Sustrato oxidable
XH : Especie no radicable

Le : Nuevo radical formado

Reaccion 2: Transferencia de un &tomo de hidrogeno

Xe+AH — XH + Ae
Donde:
Xe : Radical libre
AH : Antioxidante
XH :  Especie no radicable
Aes : Nuevo compuesto formado

En este grupo se encuentran los métodos TRAP y ORAC

e Meétodo TRAP

Determinacion del potencial antioxidante total (TRAP) propuesto por Ghiselli (1995), es usada
para determinar la capacidad antioxidante de un fluido. Es un método basado en el mecanismo
de transferencia de hidrégeno (HAT), determina la captacion de radicales peroxilo generados
mediante la descomposicion térmica de un compuesto hidrosoluble ABAP (2,2°. azo
bisCloridrato de (2-amidinopropano)). Es un método que se puede calcular directamente

mediante el HPLC (TRAPmM) o calcularse (TRAPc) mediante una férmula matematica.

e Método ORAC

El método Capacidad atrapadora del radical oxigeno (ORAC) se fundamenta en la medicion de
la capacidad de un compuesto de inhibir la capacidad oxidante de los radicales peroxilos,

mediante un mecanismo de transferencia de hidrogeno (HAT). El ensayo consiste en someter a
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los radicales peroxilo a una onda fluorescente para producir un producto no fluorescente (Prior
et al., 2005).

b. Métodos basados en la transferencia de electrones (SET): Métodos que miden la
capacidad de un antioxidante en la reduccion de un oxidante mediante la transferencia de un
electrén para reducir el radical, la reaccion producida se basa en la desprotonacion vy el
potencial de ionizacion del grupo funcional reactivo, estas reacciones dependen de factores
como el pH y la sensibilidad a la contaminacidn por trazas; son métodos colorimétricos que

se basan en un cambio de color cuando existe una reaccion.

Reaccion 3: Reaccidon de desprotonacion

Xe+AH — X +AH"

AH +H,O < A"+ H30*

X +H: 0" — XH+H0
M) + AH — AH*+ M(ll)

Donde:
Xe : Radical libre
AH : Antioxidante

En este grupo se encuentran los métodos ABTS, DPPH y FRAP

e Meétodo ABTS

Esta metodologia fue desarrollada por Rice-Evans & Miller (1994), para luego ser modificada
por Re et al. (1999), siendo este Gltimo el método mas utilizado en la actualidad. Se fundamenta
en la cuantificacion de la decoloracion producida por la oxidacion del ABTS con el persulfato
de potasio y que forma al radical mono cation ABTS-+ (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-

acido sulfénico), esta reaccién toma una coloracion azul/verde (Figura 6).
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ABTS" (color verde) ABTS ? (incoloro)

Figura 6: Estructura del ABTS antes y después de la reaccion.

Fuente: Vazquez et al. (2022)

Huang et al. (2005) sefiala que el cation ABTS+ es intensamente coloreado, disminuye de color
al reaccionar directamente con el antioxidante, al ser un método colorimétrico se utiliza una

longitud de onda de 734nm para cuantificar la capacidad antioxidante.

Re et al.1999, indica que este ensayo es de facil utilizacion para medir la capacidad antioxidante
total (antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos) de una muestra. La actividad antioxidante se
expresa como la capacidad equivalente trolox del producto (TEAC/g o L), el trolox es un
analogo hidrosoluble de la vitaminda E, por ese motivo se utiliza como patron.

e Meétodo DPPH

Es un ensayo del tipo de Single Electron Transfer (SET), que consiste en determinar la capacidad
de un potencial antioxidante en transferir un electrén y reducir cualquier sustancia incluido

metales, carbonilos o radicales (Prior et al., 2005).

La metodologia del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH?®), se basa en un proceso de 6xido
reduccioén del DPPHe producido por una antioxidante, la cual se monitorea por la disminucion
en la absorbancia a una longitud de onda caracteristica (515/517 nm); esta disminucién de la
absorbancia se evidencia por la alteracion de la coloracidn que pasa de un color violeta a uno
amarillo Brand-Willams et al., (1995) (Figura 7).
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NO, NO,
DPPH -« DPPH
(color violeta) (color amarillo)

Figura 7: Estructura del DPPH antes y después de la reaccion

Fuente: Vazquez et al. (2022)

e Método FRAP

Es un método basado en la transferencia de electrones (SET), se determina por el anéalisis del
poder reductor del complejo Tripiridiltiazina ferrica al complejo ferroso por antioxidante en
medio acido, mide la capacidad antioxidante total y se basa en la capacidad de los polifenoles
para reducir Fe3* a Fe?* formando un complejo azul (Figura 8) Una absorcion alta a una longitud
de onda de 700nm indica un poder reductor alto de fitoquimico, es decir una actividad
antioxidante alta (Roginsky y Lissi 2005). Los resultados se expresan en equivalente Trolox
(umol Trolox/g o pmol Trolox/L).

Y [ N N
N | | N = 1 N
N N I
N } N N
~ N
Fe antioxidante ‘
N ] = - F
N N ! | N
! U N N | ”
N : | '
N » N_ : ) N
[ ' N '
|FedlITPY 7.):[" (Incoloro) [FedlI)IPL 'I.):!:' (color azul)

Figura 8: Reaccidn de transferencia de electrones por el método FRAP

Fuente: Vazquez et al. (2022)
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e Método DMPD

Método del N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) desarrollado por Fogliano et al. 1999, se
fundamenta en la capacidad de un compuesto antioxidante de transferir un atomo de hidrogeno
para dar forma al cation DMPD ¢ + mostrandose una decoloracion que se traduce a un descenso

de la absorbancia.

Se trata de un mecanismo HAT donde ¢l radical libre se produce a partir de DMPD (N, N’-
dimetil-p-fenilendiamina) que al encontrase presente a una solucion oxidante de cloruro férrico,
y a pH é&cido se convierte a un radical cationico coloreado y estable, que expresa una absorbancia
a 505nm Guerreo y Pico (2020).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Lugar de ejecucion

La investigacion se llevd a cabo en los laboratorios Ingenieria Quimica de Recursos
Hidrobioldgicos de la Facultad de Pesqueria y en el Instituto de Investigacién Bioquimica y
Biologia Molecular (I1BBM), en la Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM).

3.2.Materia prima

Se utilizé Cushuro (Nostoc sp) adquirido en el Terminal Pesquero de Villa Maria del Triunfo,
para su traslado al laboratorio fue colocado en una caja isotérmica con agua refrigerada para

mantener una temperatura de 0-4°C.

3.3.Materiales, equipos y reactivos

a. Materiales

e Fiolas de 100ml, 50ml y 10ml

e Beackers de 100ml

e Micropipetas de 10-50pul, 20-200ul, 100-1000ul y 1-5ml
e Erlenmeyer de 100ml y 250ml

e Cubetas para medicion espectrofotometro

e Tubos de ensayo de 10ml

e Tubos de centrifuga de 15ml y 50ml

e Balon de vidrio Soxlet

e Camara extractora Soxlet

e Sistema refrigerante Soxlet



b. Reactivos

e 22-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico) ABTS™  Chromophore,
Diammonium (Salt Calbiochem®- Germany)

e Acido gélico (compafiia Merck KGaA Darmstadt- Alemania)

e Agua destilada

e Carbonato de sodio 7.5 % (Millipore-Alemania)

e Etanol de grado analitico (EMSURE® ACS, ISO. Reag. Ph Eur)

e Metanol de grado analitico (EMSURE® ACS, ISO. Reag. Ph Eur procedente de
Alemania)

e Persulfato de potasio (EMSURE®)

e Radical libre DPPH (Calbiochem®- Germany)

e Reactivo de Folin- Ciocalteu 1N (Merck KGaA Darmstadt- Alemania)

e Trolox (Merck KGaA Darmstadt- Alemania)

c. Equipos
e Balanza analitica (Marca Sartorius, Modelo TE214S-Alemania)
e Centrifuga (Marca Centurion, Modelo C2006 Small Dual- Alemania)
e Espectrofotometro (Marca Thermo Spectronic, Modelo Genesys 20 4001/4- EE.UU)
e Vortex (Marca Velp Scientifica, Modelo Classsic 100-240V/50-60Hz-Italia)
e Potencidmetro (Marca HANNA, Modelo HI 2213)
e Refrigeradora (Marca Miray, Modelo RM-435)
e Estufa (Marca Mermmert, ModeloW854- Alemania)

e Molinillo de manivela

3.4.Acondicionamiento de la muestra

El acondicionamiento de la muestra se realizd segin la metodologia propuesta por Sanchez
(2018). Se procedio6 a realizar una limpieza manual de la muestra para retirar las particulas
extrafias como piedras, pajas y las cianobacterias maltratadas y descompuestas. Luego se
procedio a realizar un lavado con agua potable a flujo constante, de manera que se eliminara la

suciedad.
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La muestra fue escurrida y se dejo orear a temperatura ambiente. Finalmente, la muestra fue
secada en una estufa a una temperatura de 40 °C y posteriormente fue molida con un molino de
manivela para obtener una muestra con particulas homogéneas. Las muestras fueron

almacenadas a temperatura de refrigeracion hasta su uso (Figura 9).

Recepeion

.

Limpieza

.

Lavado

.

Escumdo

:

Oreado

'

Secado

!

Molido

'

Almacenado

Figura 9: Procedimiento de acondicionamiento de la muestra

3.4.1. Obtencién del extracto metandlico

Para la obtencion del extracto se emple6 la metodologia empleada por Sanchez (2018) con

modificaciones, se reemplazo etanol por metanol como medio diluyente. Se prepararon tres
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concentraciones de extracto al 5, 10 y 20 % (p/v); las muestras se pesaron y se colocaron en
envases ambar, se adicionaron 100 ml de metanol y, se agitdé para homogenizar la mezcla. La
mezcla se dejo macerar por 7 dias a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad, se
agito una vez por dia para ayudar a la extraccion. Una vez transcurrido el tiempo de macerado,
se procedio a filtrar y recuperar el sobrenadante, este Gltimo se guardé en frasco ambar a -20 °C
hasta su uso. El extracto metandlico obtenido fue utilizado para realizar la marcha fotoquimico,

la determinacion de contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante.

3.5. Anélisis proximal y de minerales

El andlisis proximal y de minerales se realizaron en los laboratorios del Instituto Tecnolégico
de la Produccion (ITP), utilizando las siguientes metodologias.

e Determinacion de contenido de humedad

Se determind el contenido de humedad por el método FAO, Food and Nutrition Paper 205 T14/7

(1986). Los resultados se expresaron en porcentaje.
e Determinacion del contenido de proteina total

Se determind el contenido de proteina mediante el método LABS-ITP-FQ-001-2009. Los

resultados se expresaron en porcentaje.
e Determinacion de grasa

Se determind el contenido de grasa mediante el método LABS-ITP-FQ-001-2009. Los

resultados se expresaron en porcentaje.
e Determinacion de ceniza

Se determind el contenido de ceniza segun el método propuesto por la FAO, Food and Nutrition
Paper pp 228 T 14/7 (1986). Los resultados se expresaron en porcentaje.

e Determinaciéon de minerales

Para la determinacion de Sodio, Potasio, Calcio, Magnesio y Hierro se empled el método de

espectroscopia de absorcion atémica de Elmer (1996), un procedimiento automatico que
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consiste en la medicién de las especies atdmicas generadas luego de la nebulizacion de la
muestra con una llama de alta intensidad caldrica y producida por la mezcla aire-acetileno. Los

resultados se comparan con un patrén para cada tipo de elemento analizado y son expresados en

mg/g.

Para la determinacion de Fosforo de empleo la metodologia fotométrica propuesta por la AOAC

965. 17. (1996). Los resultados se expresaron en mg/100g.

3.6.Marcha fitoquimica

3.6.1. Obtencion de las fracciones

El extracto metandlico de Nostoc sp. fue fraccionado siguiendo la metodologia propuesta por
Rondina y Coussio (1969), que consisten en obtener fracciones con solventes de distinta
polaridad, estas fracciones se someten a ensayos cualitativos colorimétricos o precipitacion para

la identificacion de determinados grupos de sustancias.

En el presenta trabajo se obtuvo cinco fracciones: A, B, C, D y E (Figura 10) a partir 50ml de

extracto metanolico de Nosctoc sp. A continuacion se describen la obtencion de las fracciones:
Fraccion A: Se separé una alicuota de 5ml del extracto metandlico de Nostoc sp.
Fraccion B:

1. El resto del extracto se llevo a sequedad mediante una estufa al vacio a 50 °C.

2. Posteriormente se afiadié 15ml de HCI al 1 por ciento, luego se llevd a estufa durante 15
minutos a 50 °C, se filtr6 en caliente. Este proceso se repiti6 por tres veces. Se obtuvo
una parte soluble (la solucion acida) y una parte insolubles (la que quedé adherida en las
pardes del vaso precipitado)

3. La parte insoluble se recuperd con cloroformo, a este recuperado se le conoce como
fraccion B.

4. La parte soluble se reserva para la obtencion de la fraccion C.
Fraccion C:

1. La solucion soluble es alcalinizada gota a gota con amoniaco hasta un pH 9 , como

recomendacion Medir el pH cada 5 gotas.
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2. Lasolucion alcanina se coloco en una pera de decantacion, se afiadié 25 ml de cloroforo,
se agito vigorozamente y se dejé reposar hasta que se forme 2 fases (fase acuosa y fase
cloroférmica), luego se decanto para recuperar y reservar la fase clorformica. A la
solucion acuosa se realizo una segunda extraccion.

3. A lafase cloroférmica obtenida se le denomina fraccién C.

4. Lasolucién acuosa se reserva para obtencion de la fraccion D.
Fraccion D

1. La fase acuosa anterior es saturada con sulfato de sodio anhidro y luego se filtra. El
filtrado es colocalo en una pera de cecantacion, se afiadié una solucion de cloroformo:
etanol (3:2), se agitd vigorozamente y se dejé reposar hasta que se forme dos fases,
despues se procedio a decantar y recuperar las fases, a la fase acuosa se le realizé una
segunda extraccion.

2. La fase cloroférmica de este procedimiento se le denomina fraccion D.
Fraccion E

Es la fase acuosa del procedimiento anterior.
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Exiracto

Fraccion &
Evaporar a sequedad

15ml HCL 1% a 1007 por 30 min (3 veces)

Filrrscion

Insohible Sohble

Sml de CHCL { 3 veces
15ml de CHCI3 { 3 veces) NH3 hasta pH 9.0
Extraccidon con CHCLE

| Fase clorofinnica | Fase acuosa

Saturar con NazSOu
Extraer CHCIZG:ETOH (3:2

(2 veces)
Fraccidm C | |

Fase clorofornmica Fase acnosa

Llevar a sequedad con NazS0.

Figura 10: Fraccionamiento del extracto metandlico de Nostoc sp.
Fuente: Rondina & Coussion (1969)

3.6.2. Reacciones

De acuerdo con la metodologia de Rondina & Coussion (1969) se determinaron diferentes
analisis a las fracciones obtenidas

Fraccion A

Se realizé una dilucion de extracto 1:2 en metanol y se determinaron los siguientes analisis:

e Reaccién de Molisch (Hidratos de carbono): A 1ml de extracto se agregaron 3 gotas de
reactivo de Molisch (a-naftol en etanol al 10 por ciento p/v), luego se agrego
cuidadosamente por las paredes 0,5 ml de Acido sulfurico concentrado. La reaccion positiva

se evidencia por la aparicion de un anillo de color purpura violaceo en la interfase.
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Shinoda (Flavonoides): Se llevo a sequedad 1 ml de extracto y se resuspendio con igual
volumen de agua destilada, luego se le agreg6é una limadura de magnesio y 5 gotas de HCI

concentrado. La reaccion positiva se da por la coloracion de color salmén a rosa.

Raccion de dicromato de potasio (Polifenoles/taninos): A 1 ml de fraccion se agregé una
solucion acuosa de dicromato de potasio (K2Cr207) al 0,5 por ciento. La reaccion es positiva

si hay un cambio de coloracion al anaranjado o amarillo.

Gelatina (Taninos): A 1ml de extracto de le agrego 5 gotas de gelatina al 5 por ciento. La

reaccion es positiva si se hay presencia de turbidez o precipitacion.

FeCls (Oxhidrilos fendlicos): A 1ml de extracto se le agregd de 2-3 gotas de FeCls al 1 por
ciento. La reaccion es positiva cuando hay un cambio de coloracion de amarillo, verde

grisaceo o azul negro.

Amarillo: 1 grupo hidroxilo adyacente
Verde griséceo: 2 grupos hidroxilo adyacente

Azul negro: 3 grupos hidroxilo adyacente

Ninhidrina (aminodacidos libres): A 1ml de extracto se le agregd 3 gotas de ninhidrina, se
Ilevd a bafio maria por 15 minutos. La reaccion es positiva si existe en cambio de color a

azul intenso.

Fraccién B

Borntrager (antroquinonas): a 3 ml de la fraccion se le agregd 5 ml de una solucién de NaOH
al 5 por ciento (p/v) y se agito. El resultado es positivo si se evidencia una coloracion rojiza

0 anaranjada en la fase acuosa.

Liebermann-Burchard (esteroides y/o triterpenos): El reactivo de Liebermann-Burchard
prepar6 una mezcla 1,5 ml de anhidrido acético y 1,5 ml de cloroformo en bafio de hielo. A

2 ml de la fraccion se le agreg6 2 ml del reactivo y por la pared del tubo se agreg6é 1 ml de
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H>SO4 concentrado frio. Todo este procedimiento se realiza en condiciones de bafio con
hielo.

La reaccion es positiva para esteroides si se torna de color azul o verde petroleo.

La reaccion es positiva para triterpenos si se colorea de marrén o pardo.

Fraccion C

e Kedde (Cardendlicos): A un 1ml de fraccion se le adiciono 5 gotas del reactivo Kedde |
(&cido 3,5 dinitrobenzoico al 2 por ciento en metanol) y 5 gotas del reactivo Kedde 11 (KOH
al 5,7 por ciento en agua destilada). La reaccion es positiva si se observa coloracion rosa,

purpura o violeta.

e Wagner (Alcaloides): A 1ml de la fraccién se le agrego 5 gotas del reactivo Wagner. La

reaccion es positiva si hay aparicion de precipitado.

e Liebermann-Burchard (esteroides y/o triterpenos): Como se indic previamente para la

fraccion B.

Fraccién D

e Rosenheim (leucoantocianidinas): 2 ml de la fraccion se llevaron a sequedad y se
resuspendieron con igual volumen de HCI al 1 por ciento. Luego se le agregd 1 ml de HCI
concentrado, se mezclo y se llevé a bafio maria a 100 °C por 10 minutos, se dejé enfriar,
posteriormente se agregd igual volumen de alcohol amilico. es reaccion positiva si hay una

coloracion rosa suave hasta carmesi en la fase organica.

e Se analizaron también las reacciones de Kedde, Liebermann-Burchard, Wagner y Shinoda

de acuerdo al procedimiento descrito lineas arriba.
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Fraccién E

Para esta fraccion se realizaron las pruebas de Shinoda y Rosenheim con la metodologia descrita

anteriormente.

3.7. Determinacion de polifenoles totales

Se emple6 el método espectrofotométrico propuesta por Singleton & Rossi (1965), basada en

un mecanismo redox (6xido-reduccion)

La metodologia consistio en preparar una solucién de carbonato de sodio (Na2COs) al 7,5 por
ciento y una solucién 1N de reactivo de Folin (la solucion se prepara el mismo dia).

Luego se procedié a realizar el ensayo que consistié en colocar 500 pl de extracto metandlico
en un tubo de ensayo acondicionada para que no entre la luz, se agregd 250 pl de reactivo Folin
1 Ny 1250 pl de Na,CO3z al 7,5 por ciento. Se dejé reposar a temperatura ambiente por 30

minutos luego se hizo la lectura a 755 nm.

El contenido de fenoles totales se determin a partir de una curva patron de Acido Galico (Anexo
2). Los resultados se expresaron como mg de Acido Galico Equivalente (AGE) por cada gramo

(g) de muestra.

3.8. Determinacion de la actividad antioxidante por ABTS

Se empled el método espectrofotométrico basado en la decoloracion del radical ABTS propuesto
por Armao & Acosta (2001).

Se prepar6 una solucién de ABTS a una concentracion de 7,84 mg/ml con agua destilada
(reactivo A) y otra solucion de persulfato de potasio a una concentracion de 1,32 mg/ml en agua
destilada (reactivo B). Ambas soluciones de almacenaron en condiciones de oscuridad y a

temperatura ambiente.

Se preparé una solucién madre del radical (ABTS") los reactivos A y B en una relacién de 1:1.
La mezcla se dejé reaccionar por 12 horas en condiciones de oscuridad y a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se tomo6 un 1ml de la solucién madre y

se diluyé en metanol al 80 por ciento, la solucion fue sometida a una longitud de onda de 734

30



nm hasta obtener una absorbancia de 1.1 + 0,02, tomar en cuenta que esta solucion es estable

durante 4horas.

Para los ensayos en los tubos de ensayo se agrego 150 ul de extracto o del estandar del trolox y
2850 pl del radical ABTS™ diluido, se agité para homogenizar la mezcla y luego se dejo reposar
durante 30 minutos en condiciones de oscuridad a temperatura ambiente. Se midio la

absorbancia a 734 nm, se utilizé como blanco metanol al 80 por ciento en vez de la muestra.

Se realizé una curva estandar de trolox con concentraciones de 100 a 500 umol/L (Anexo 3).
Los resultados se expresaron como pumol de Trolox equivalente (TE) por gramo (g) de muestra

Seca.

3.9.Determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH

Se prepard una solucién de DPPH a una concentracion de 0,118 mg/ml con etanol y se guardd
en un franco ambar. Esta solucidn es estable durante 24 horas en condiciones de oscuridad y

refrigeracion.

Para el ensayo, se colocd en los tubos de ensayo 2 ml de extracto o del estandar y 800 pl de la
solucién de DPPH, enseguida de agito para homogeneizar la mezcla, se incubo por 30 minutos

en oscuridad y se leyo la absorbancia a 517 nm.
El porcentaje de inhibicién se calcul6 con la siguiente formula:

Ac — (Am — Abm)
*

100
Ac

% de inhibicion =

Donde:

Ac: Es la absorbancia del blanco reactivo

Am: Es la absorbancia de la muestra

Abm: Es la absorbancia del blanco de muestra
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Determinacion de la concentracion inhibidora media (1C50)

Para determinar el 1C50, se grafic una recta entre el porcentaje de inhibicidn y la concentracion

de cada una de las diluciones del extracto metanolico de Nosotoc sp. expresada en mg/ml.

El IC50 de célculo con la siguiente formula:

50—->
IC50 = ———
m

Donde:

IC50: Cantidad necesaria de la muestra para reducir en un 50 % la concentracién inicial del
radical DPPH

b: Intercepto de linea de regresion lineal

m: Pendiente de la linea de regresion linea
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Composicion quimica proximal y contenido de minerales

En la tabla 5, se muestran los resultados obtenidos de la composicion quimica proximal y

contenido de minerales del Nostoc sp. deshidratado.

Tabla 5: Composicién quimica proximal y minerales del Nostoc sp. deshidratado

Parametro Contenido
Humedad” 1,68
Proteina cruda” 33,38
Grasa cruda” 1,00
Ceniza* 13,68
Carbohidratos 50.26
Calcio** 2147
Fosforo** 31,62
Hierro** 46
Magnesio** 176
Potasio** 161
Sodio** 849

*Resultados expresados en porcentaje (%) en base seca, ** resultado expresado en mg/100g de muestra en base
seca

La proteina tuvo un valor de 33,38 %, ligeramente alto a los 32,36 % reportado por Chavez
(2014), pero menor a los 47,71 %y 44,48 % reportados por Roldan (2015) y Fernandez & Suyon
(2018), respectivamente. Al comparar el porcentaje de proteina con granos andinos,
considerados alimentos super food, se observa que el valor obtenido es mayor a los valores de
proteina de la Cafiinua (15.5 % +0.4), Quinua (15,7 %), y Kiwicha (16.50 %) reportado por
Huamani (2018), Wright et al. (2002) y Alvarez et al. (2010) respectivamente. El contenido de
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carbohidratos tuvo un valor de 50,26 %, un valor menor a los 60,8 % reportado por Galetovic
etal (2017) y 66.27 % reportado por Morales et al. (2017)

Los valores de grasa y ceniza (1,00 % y 13,68 %) obtenidos se encontraron dentro de los valores

reportados por los autores mencionados anteriormente (1,4 % - 1,26 % y 10,05 % - 15,85 %).

En cuanto al contenido de hierro y calcio, los valores obtenidos fueron superiores a los
reportados por Alegre et al. (2020) de 15,72 mg/100g y calcio 1224,4 mg/100g para el Nostoc
sphaericum, el valor obtenido de hierro también superior a los 7.50 mg/100g para quinua
(MINSA, 2009). Por otro lado, Gantar (2008) reportd valores inferiores en hierro (19,6
mg/100g) y superiores en fosforo (258 mg/100g) a los obtenidos en la presente investigacion
para la misma especie. Alegre et al. (2020) mencionan que el Cushuro es una buena alternativa

para la alimentacion como fuente de proteina, calcio, hierro y otros nutrientes.

La existencia de variaciones en los valores de composicion proximal y minerales para un mismo
grupo taxondmico o especie se debe a que la presencia y concentracion de estos compuestos son
afectados por las condiciones ambientales en las que se desarrolla, sobre todo por las
condiciones fisicoquimicas de los suelos y agua. (Fernandez & Suyon, 2018); Mabeau &
Fleurence (1993) mencionan que la cantidad y calidad de los compuestos nutricionales son

afectados por condiciones externas como variaciones geograficas, estacionales y fisioldgicas.

4.2.  Marcha fitoquimica

La marcha fitoquimica, prueba cualitativa que avalUa la presencia de compuestos quimicos o
metabolitos secundarios, se realizd al extracto metandlico Nostoc sp cuyos resultados obtenidos
se presenta en la Tabla 6. Estos resultados son similares a los reportado por Sanchez (2018) que

trabajo con extractos etanolicos.

Se obtuvo resultados positivos para polifenoles, taninos, flavonoides, odrixilos fendlicos,
hidratos de carbono, triperpenos, cardendlicos y un positivo marcado para esteroides,
evidenciando que esta especie tiene la capacidad de sintetizar estos metabolitos secundarios que
en su mayoria actuan como mecanismo de defensa Kurmayer (2011). Y como resultados
negativos se obtuvo los grupos quimicos: aminoacidos libres, antroguinonas alcaloides y

leucoantocianidina.
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Tabla 6: Marcha fitoquimica del extracto metanolico de Nostoc sp.

Fracciones Reacciones Grupo quimico Resultado
cualitativo
Dicromato de potasio  Polifenoles/taninos ++
FeCI3 Oxhidrilos fendlicos ++
Gelatina Taninos +
A
Molisch Hidratos de carbon ++
Shinoda Flavonoides +
Ninhidrina aminoécidos libres -
Borntrager Antroquinonas -
B Liebermann-Burchard  Esteroides +++
Liebermann-Burchard  Triterpenos +
Kedde Cardenolidos -
C Liebermann-Burchard  esteroides y/o triterpenos -
Wagner Alcaloides -
Kedde Cardendlidos ++
Liebermann-Burchard  esteroides y/o triterpenos -
D Wagner Alcaloides -
Shinoda Flavonoides -
Rosenheim Leucoantocianidinas -
Shinoda Flavonoides -
- Rosenheim Leucoantocianidinas -

Notas: (-) Negativo; (+) Positivo leve; (++) Positivo moderado; (+++) Positivo marcado
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De los resultados positivos registrados la mayoria pertenecen al grupo de compuestos fenélicos,
no es raro observar este comportamiento, debido a que estos representan uno de los grupos mas
numerosos de metabolitos secundarios presentes en plantas y algas (Shahidi & Ambigaipalan,
2015). Los compuestos fendlicos forman parte de los mecanismos de defensa de las microalgas
contra la radiacion UV (Gémez et al., 2016), se conoce tienen amplios beneficios en la salud
humana como antioxidantes y en la prevencion de la inflamacion cronica, enfermedades

cardiovasculares, cancer y diabetes (Acosta-Estrada et al., 2014)

La presencia de triterpenos, esteroides y cardenolidos, da un indicio respecto a que la especie
Nostoc, puede emplearse en otros campos distintos a la alimentacion, debido a que estos grupos
quimicos se caracterizan por tener un gran potencial en la industria farmacéutica, al tener
muchas aplicaciones terapéuticas en enfermedades como el cancer y como supresor del
crecimiento de células cancerigenas (Zamora, 2021). Pero su mayor potencial es el
antibacteriano, en investigaciones anteriores se ha encontrado que la presencia de terpenos en

algas verdes, rojas y pardas, mostraron gran capacidad antibacteriana (Mufiez et al., 2020).

Es importante tener en cuenta, que si bien se obtuvieron resultados negativos para algunos
grupos quimicos; no necesariamente significa que estos grupos no sean sintetizados por la
especie, pues la ausencia o presencia de compuestos puede estar relacionada por el método de
extraccion, o que la concentracion de metabolitos presente es tan baja que impide su deteccidn
(Neyra 2011). Esto es consecuente con los reportes obtenidos por Chuquilin & Rosales (2016)
que trabajaron con Nosctoc sphaericum y obtuvieron resultados negativos para flavonoides,

polifenoles, triperpenos, esteroles, contrariamente a lo reportado en este trabajo
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4.3. Determinaciéon de compuestos fendlicos totales

El andlisis de ANOVA determino que existe diferencia significativa entre los valores de fenoles

totales obtenidos en cada uno de los tratamientos (p < 0.05)

3,000

2,633%+0,04

2,000

®m10%

mgEAG/g

= 20%

’ Relacidn masa/solvente
Figura 11: Comparacién del contenido de fenoles expresado en mgEAG/g de muestra en tres

tipos de relacion masa/solvente de extracto metanolico

Enla figura 11, se observa que el extracto metandlico al 10 % (p/v), presenta la mayor cantidad
de contenido de fenoles (3,0743 mgEAG/Q), estas diferencias pudieron deberse a la relacion
masa:solvente tal como indican Pinelo et al. (2005) que trabajaron con relaciones 1:1 y 5:1 y
Nepote et al. (2005) que trabajaron con concentraciones de 20 a 60 mg/g de relacién
masa:solvente; ambas investigaciones demostraron que las diferentes relaciones de
masa:solvente afectan la extraccién de los compuestos fendlicos y que no existe una relacion
ideal para lograr las mejores condiciones de extraccion salvo que se realice una optimizacion en

el proceso de extraccion.

Los valores obtenidos son similares a los reportados por otras investigaciones de Nostoc sp, asi
tenemos por ejemplo a: Chavez (2014) que report6 2,98 mgEAG/de Nostoc liofilizado, Sanchez
(2018) que trabajé con un extracto etanolico en similares condiciones de tiempo y temperatura
de extraccion al de este trabajo, obtuvo 2,562 mgEAG/g, comparando otras algas se obtuvo un
valor menor para algas rojas como Rhodymenia howeana que registro un valor de 980,2 mg
EAG/100 g (Rojas et al., 2018), sin embargo, se obtuvo un valor mayor si lo comparamos con
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una de las algas de mayor consumo, el yuyo, Chondracanthus chamissoi que registro un valor
2,61 mg AG/100g de contenido de fenoles (Cérdova, 2018).

4.4. Determinacion de actividad antioxidante por ABTS

En la figura 12 se muestran los resultados de la actividad antioxidante empleando el método
ABTS, el anélisis de ANOVA determind que existe diferencias significativas entre los valores

de actividad antioxidante obtenidos en cada uno de los tratamientos (p < 0.05).

Figura 12: Comparacion de la actividad antioxidante expresado en umol de Trolox/g de

muestra en tres tipos de relacion masa/solvente de extracto metanolico

Los resultados fueron de 2,325 + 0,03 umol de Trolox /g, 1,870 + 0,02 umol de Trolox /g y
1,470 + 0,05 umol de Trolox /g, para las concentraciones al 5, 10 y 20 % (p/v) respectivamente,

siendo la concentracion 5 % (p/v) la que tuvo la mayor capacidad antioxidante.

Se observa una relacion inversa entre la concentracion de extracto y el valor de actividad
antioxidante, mostrando que a medida que la concentracion de extracto aumenta la actividad
antioxidante disminuye, este efecto como lo mencionan Mehmood et al.(2018) se debe a un
cambio de polaridad del solvente, debido a que a medida que aumenta la relacion masa:solvente,
la tendencia a la lixiviacion de los compuestos bioactivos disminuye, teniendo como resultado

una disminucion de la capacidad antioxidante.
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Los valores obtenidos en la presente investigacion son mayores a los reportados por otras
investigaciones de Nostoc, asi tenemos por ejemplo a Li et al (2007) que report6 1,80 umol de
Trolox /gy 2,39 umol de Trolox /g para Nostoc ellipsosporum 1453/19 y Nostoc ellipsosporum
1453/11 respectivamente, Cepoi et a(2009) que trabajaron con diferentes concentraciones de
etanol para la extraccion, reportaron valores que varian de 1,532-3,220 umol de Trolox /g para
Nostoc linckia y Hajimahmoodi et al. (2010) reportaron 3,72 pumol de Trolox /g (Nostoc

muscorum) y 1,38 umol de Trolox /g (Nostoc piscinale).

Comparando con otras algas se obtuvo mayores resultados que los 1,16 umol de Trolox /g de
Gracilaria sp, pero menores a los 3,70 umol de Trolox /g de Ulva rigina (Monteiro et al., 2020),
los valores hallados también se encuentran dentro del rango 1,288-2,819 umol de Trolox /g
reportado para Spirulina platensis reportado por Cepoi et al (2009) que trabajaron con diferentes

concentraciones de etanol para la extraccion.

4.5. Determinacion de capacidad antioxidante por DPPH

En la figura 13, se reportan los resultados de la actividad antioxidante por el método DPPH,
estos estan expresados en porcentaje (%) de inhibicion, se determind mediante anélisis ANOVA
que existe diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos, obteniéndose un valor alto
en el porcentaje de inhibicién en la concentracion al 20% (p/v) (94,99 % + 0,09) respecto a la
concentracion al 5 % (p/v) (44,36 % + 0,01).

39



100.000 94.99°+0.09

90.000

80.000

b
70.000 67.07°£0.08

60.000

5%
50.000 44.36°+0.01

10%
40.000

20%

% de inhibicion

30.000
20.000
10.000

0.000 .
Relacion masa/solvente

Figura 13: Comparacion de la actividad antioxidante expresado en % de inhibicion de muestra

en tres tipos de relacion masa/solvente de extracto metanolico

Dos de los tres tratamientos realizados obtuvieron valores de porcentaje de inhibicion que se
encuentran dentro del rango reportado por Sanchez (2018) y Vilchez (2017), cuyos valores
oscilan entre 33,57 - 76,6 por ciento, por otra parte, Ali et al. (2014) reportaron una capacidad
antioxidante para N. muscorum de 31,49 %, N. piscinale 48,0 % y para Nostoc sp. 52,2 %,

valores cercanos a los reportados en la presente investigacion.

Comparando con otras algas se tuvo mayor capacidad antioxidante respecto de Ahnfeltia sp
(22,09 %) y Gracilariopsis sp. (46,42 %) cuyos extractos fueron trabajados al 10 % (p/v) en
solvente etanol (Melo, 2019), Mamani (2019) que trabajo con C. filiformis, al 5 % (p/v) en
metanol reporto 72,53 % y 84,65 % de capacidad antioxidante y para Arthrospira maxima se
reporté 60,01 % Corte et al. (2020).
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Tabla 7: Capacidad antioxidante de extracto metanolico de Nostoc sp. por método DPPH

expresado en 1Cso (mg/ml)

Concentracion de extracto

) % de Inhibicion IC50 (mg/ml)
5% 44,36 % + 0,01 0,581
10 % 67,07 % £+ 0,08 0,706
20 % 94,99 % + 0,09 0,942

La determinacion de la concentracion inhibidora media (1Cso), se refiere a la cantidad de muestra
necesaria para reducir en un 50 por ciento la concentracién inicial del radical DPPH, se demostro
que el tratamiento al 5 por ciento de concentracion de extracto metandlico presentd mejor
capacidad antioxidante con una ICso de 0,581 mg/ml, mientras que la muestra al 20 por ciento
de extracto mostro la méas baja capacidad de atrapar al radical DPPH con un valor ICso de 0,942
mg/ml, demostrando que se necesita mayor cantidad de muestra para inhibir la misma cantidad
de radical DPPH

De acuerdo a Pinelo et al. (2005) mencionan que cuanto mayor es la ratio de disolvente: masa,
es decir, mientras mayor sea el volumen de disolvente en relacion a la masa, mayor es la cantidad
de antioxidantes obtenidos, por lo tanto, de los tratamientos realizados el extracto al 5 por ciento
es el que muestra una mayor eficiencia respecto a las otras concentraciones por necesitar menos

cantidad de muestra para realizar la reaccion.

En general los valores de ICso obtenidos tuvieron menos eficiencia respecto a los 0,102 mg/ml
y 0,476 mg/ml reportados por Babic et al. (2016) y Sanchez (2018) respectivamente, pero fueron
mas eficientes a los 1,262 mg/ml reportados por Fernandez & Suyon (2018), demostrando que,
al emplear el metanol como solucion extractiva, se obtuvo una buena capacidad de inhibir el
radical. Respecto a otras algas se han reportado valores diversos como, por ejemplo: 0,649
mg/ml de Padina australis y 0,611 mg/ml de Sargassum polycystum (Gany et al. 2014), también
se reportd 0,261 mg/ml para Sargassum cymosum, 0,361 mg/ml para Sargassum sp y 1,110

mg/ml para Caulerpa mexicana (Echavarria et al.,2009).

41



En la actualidad no existe un método definido respecto al procedimiento de la obtencion de
extractos, investigaciones hechas a cianobacterias, algas y otros alimentos, dan cuenta de la
cantidad de variables a estudiar, como el empleo de diferentes solventes, tiempos de extraccion,
métodos de extraccion y relacion soluto/solvente. Respecto a este Ultimo se ha observado que
la relacion con la capacidad antioxidante en los métodos ABTS y DPPH tienen una estrecha
relacion, Gracia (2016) menciona que esta relacion tiene un efecto significativo en la extraccion
de fenoles, cantidad de fenoles y capacidad antioxidante. Ademas, la existencia de diversidad
de resultados para una misma familia de cianobacterias o de especie se ve afectado por factores
como la propiedad de los sustratos, la etapa de la oxidacion, la localizacion de los antioxidantes,
métodos que se emplea para su extraccion, el tipo de solvente empleado y las condiciones

especificas aplicadas en ese ensayo (Magallanes et al., 2008; Huang et al., 2005).
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V. CONCLUSIONES

La composicion quimica proximal y el contenido de minerales encontrado fue de
33,38 % de proteina, 1 % de grasa, 13,68 % de ceniza, 50.26% de carbohidratos,
21,47 mg/g de calcio, 31,62 mg/100g de fosforo, 0,46 mg/g hierro, 1,76 mg/g de
magnesio, 1,61 mg/g de potasio y 8,49 mg/g de sodio.

La marcha fitoquimica realizada a la muestra de Nostoc sp. determind la presencia
de polifenoles, taninos, flavonoides, odrixilos fenolicos, hidratos de carbono,

tripertenos, cardenolicos y esteroides.

El mayor contenido de fenoles se logro a la concentracion del 10 % (p/v) de extracto

metanolico teniendo un valor de 3,0743 + 0,04 mgEAG/g.

La mayor capacidad antioxidante en los métodos ABTS y DPPH se logré a la
concentracion de 5 % (p/v) con 2,325 £ 0,03 umol de Trolox /g y un ICso de 0,582

mg/ml.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de identificacion de compuestos fendlicos y cuantificarlos
Realizar un estudio de optimizacion para evaluar solventes, tiempos, relacion
solvente/sustrato y metodos de extraccion.

Realizar pruebas de toxicidad in-vitro e in-vivo de los compuestos quimicos, a fin

de aprovechar las propiedades antioxidantes, antimicrobianas, etc.
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ANEXOS

ANEXO 1: Marcha fitoquimica

Figura 12: Reacciones de la fracciéon A Figura 13: Reaccidn de la fraccién B

Figura 14: Reacciones para la fraccion C Figura 15: Reacciones para la fraccion D

54



ANEXO 2: Curva de calibracién de cido galico
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ANEXO 3: Curva de calibracion de Trolox- ABTS
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ANEXO 4: ANOVA de un factor del contenido de fenoles totales entre las concentraciones de extracto

metanolico
Fuente SC G CM Razon-F Valor-P
Entre grupos 1.390218721 2 0.69510936 255.035682 1.57154E-06
Intra grupos 0.016353226 6 0.00272554
Total (Corr.) 1.406571947 8

*Existe una diferente estadisticamente significativa

Prueba de comparacion de pares de Tukey entre las concentraciones de extracto metandlico

Concentracion Casos Media
5% 3 2.6327
10% 3 3.0743
20% 3 2.1127
Contraste p-valor Significancia
5%-10% 0.441612%  *
5%-20% 0.520033>  *
10%-20% 0.961646°  *

*Significativo
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ANEXO 5: ANOVA de un factor de la capacidad antioxidante por el método ABTS entre las

concentraciones de extracto metandlico

Fuente SC G CM Razon-F Valor-P
Entre grupos 1.096361962 2 0.54818098 452.272444 2.86121E-07
Intra grupos 0.007272355 6 0.00121206
Total (Corr.) 1.103634317 8

Prueba de comparacion de pares de Tukey entre las concentraciones de extracto metandlico

Concentracion Casos Media
5% 3 2.3249
10% 3 1.8674
20% 3 1.4707
Contraste p-valor Significancia
5%-10% 0.457443*  *
5%-20% 0.854213° =
10%-20% 0.396771°¢ *

*Significativo
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ANEXO 6: ANOVA de un factor de la capacidad antioxidante por el método DPPH entre las

concentraciones de extracto metandlico

Fuente SC G CM Razon-F Valor-P
Entre grupos 3858.803388 2 1929.40169  22440.7821 2.38823E-12
Intra grupos 0.515864828 6 0.08597747
Total (Corr.) 3859.319252 8

Prueba de comparacion de pares de Tukey entre las concentraciones de extracto metanolico

Concentracion Casos Media

5% 3 44.3559
10% 3 67.0651
20% 3 94.9867

Contraste p-valor Significancia

5%-10% 22.709163* *

5%-20% 50.630810° *

10%-20% 27.921646° *

*Significativo
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