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Resumen

En la siguiente investigacion se logro realizar la cuantificacion de lipidos en las semillas de
Lupinus Mutabilis, asi como la extraccion de sus alcaloides para el analisis de la actividad
antibacteriana de los mismos. Para lograr estos objetivos, se tom6 un periodo de tiempo desde
el dia 29 de octubre hasta el dia 26 de noviembre del afio 2021. Las muestras utilizadas
presentaban como variable su punto de origen, lo que conlleva diferencias climaticas y de
suelos, siendo la muestra 1 proveniente de Argentina, y la muestra 2 de Italia. El método
empleado para la cuantificacion de lipidos fue el indice de perdxidos, para la extraccion de
los alcaloides se utilizd un solvente orgénico en medio alcalino mientras que para su
reconocimiento se utilizo el reactivo de Mayer. Por tultimo, el andlisis de la actividad
antibacteriana de los alcaloides se realizo a través del método de difusion en agar, empleando
como patrdn al antibidtico Sefril; se estudio el efecto de ambas muestras en bacterias gram+ y
gram-. Como resultados se determind que el indice de peroxidos es bajo en ambas muestras.
Siendo el de la muestra 1 de (1,16 £ 0,01) meq/kg y el de la muestra 2 de (0,593 + 0,006)
meq/kg. En cuanto a su actividad antibacteriana, pudo observarse que ambas muestras
presentaron un mayor efecto y halo de inhibicion sobre las bacterias gram- (E. Coli) en
contraposicion con las bacterias gram+ (Listeria). En comparacion al antibidtico Sefril, la
actividad antibacteriana fue similar. Se concluyd que ambos son aceites de buena calidad
debido a su baja tendencia al enranciamiento, asi como que la actividad antibacteriana de los
alcaloides quinolizidinicos presentes en la semilla cambia a causa del ambiente en el
crecimiento de la planta.

Abstract

In the following investigation, it was possible to perform the lipid quantification in the seeds
of Lupinus Mutabilis, as well as the extraction of their alkaloids for the analysis of their
antibacterial activity. To achieve these objectives, a time was taken from October 29™ to
November 26", 2021. The samples used presented their point of origin as a variable, which
entails climatic and soil differences, the sample 1 was from Argentina, and the sample 2 from
Italy. The method used for the quantification of lipids was the peroxide index, for the
extraction of alkaloids an organic solvent was used in an alkaline medium, while Mayer's
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reagent was used for its recognition. Finally, the analysis of the antibacterial activity of the
alkaloids was carried out through the agar diffusion method, using the antibiotic Sefril as a
standard, the effect of both samples on gram + and gram- bacteria were studied. As result, it
was determined that the peroxide index is low in both samples. Being that of sample 1 of
(1,16 = 0.01) meq/kg and that of sample 2 of (0.593 + 0.006) meq/kg. Regarding their
antibacterial activity, it was observed that both samples had a greater effect and inhibition
halo on gram- bacteria (E. Coli) in contrast to gram + bacteria (Listeria). Compared to the
antibiotic Sefril, the antibacterial activity was similar. It was concluded that both are good
quality oils due to their low tendency to rancidity, as well as that the antibacterial activity of
the quinolizidine alkaloids present in the seed changes due to the environment in the growth
of the plant.

Introduccion

En los afos recientes, las plantaciones del género Lupino se han incrementado
significativamente debido al interés en su perfil nutricional. Aun asi la presencia de
sustancias toxicas ha limitado gran parte de su uso en la alimentacion humana, por lo que la
semilla se destina principalmente a la alimentacion y engorde de animales de criadero. Si
bien se ha logrado de manera exitosa modificar genéticamente algunas especies del Lupino,
el Lupinus Mutabilis en particular pierde sus ventajas agronomicas al ser modificado. Por esta
razoén se propone el objetivo de realizar la extraccion de sus alcaloides por medio alcalino
posterior a su cosecha, asi como también determinar la actividad antibacteriana de extractos
alcaloidales contra bacterias Gram positivas y negativas y, al mismo tiempo, cuantificar los
lipidos de las muestras mediante la determinacion del indice de perdxidos.

Frente a esto se plantea la siguiente pregunta investigable: ;Qué sucede con la cantidad de
lipidos en las semillas de Lupinus Mutabilis y la actividad antibacteriana de sus alcaloides, si
se modifica el lugar de origen de las muestras (lugar 1: cultivos argentinos; lugar 2: cultivos
italianos)?

Hipotesis
Se espera que las cantidades de lipidos determinadas presenten notables diferencias en los
distintos puntos de origen de las muestras, ya que las ubicaciones constan de diversos suelos,
climas y métodos de plantaciones. En cuanto a los alcaloides, segin investigaciones leidas, se
espera que los mismos tengan una muy buena actividad antibacteriana frente a las bacterias
empleadas.

Objetivos
* Cuantificar lipidos mediante la determinacion del indice de perdxidos.

* Extraer los alcaloides por medio alcalino.

* Determinar la actividad antibacteriana de extractos alcaloidales contra bacterias Gram
positivas y negativas.
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Marco teorico

Lupinus mutabilis

Es una planta leguminosa de origen andino que se encuentra principalmente en los
ecosistemas de alta montafia y paramos, entre 2000 - 4500 m.s.n.m. (Guerrero, 1990).

El género retune alrededor de 300 especies de hierbas, arbustos y unos pocos arboles con un
gran potencial agrondomico, derivado del alto contenido proteico de sus semillas y el efecto
positivo sobre la fertilidad de los suelos.

Respecto a la L. mutabilis, su comportamiento en suelos muestra caracteristicas de alta
importancia como la resistencia a enfermedades, plagas y condiciones climaticas adversas

(Guerrero, 1990). A continuacidn, se muestra la descripcion taxondmica de L. mutabilis:

Tabla n® 1: Descripcion taxonomica de L. mutabilis (Guerrero,1990).

Nombre cientifico Lupinus Mutabilis
Reino Plantae
Subreino Plantas vasculares (traechofhyta)
Division Plantas con flores (filo magnoliohyta)
Clase Magnolias, margaritas y parientes
Género Lupinus
Especie Lupinus Mutabilis
Nombres comunes Chocho, alverjilla (Colombia, Ecuador);
altramuz (Espana), tarwi (Pert1), lupino.

Descripcion botanica

Lupinus mutabilis o Tarwi, es una especie generalmente anual, de crecimiento erecto,
alcanzando alturas que van desde los 0,8 hasta mas de 2 m (Rivera, 2001).

La flor mide alrededor de 1,2 cm de longitud con la forma tipica de las papilonaceas (Fries,
2007). La pigmentacion de la corola puede variar entre blanco, crema, amarillo, purpura y/o
azul-parpura, debido a las antocianinas y flavonas de la planta (ver llustracion 1I).

El fruto se encuentra constituido por una vaina dehiscente de 5 a 12 cm de largo y de acuerdo
a esto, es la cantidad de semilla que pueda albergar (ver llustracion 2).

Su forma es de caracteristica elipsoidal y lenticular, observandose algunas redondeadas y/o
bordes definidos y semicuadrada (ver /lustracion 3) (Peralta, Caicedo y Rivera, 2001).

La semilla estd conformada por dos cotiledones (parte interna de la semilla) y una radicula
embrionaria equivalente al 88,97 % de la masa total. Estos son de color amarillo oscuro
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debido al contenido de grasas y carotenoides. Su espesor promedio es de 2,41 mm con una
desviacion de + 0,26 mm. EI 11,03 % de la semilla estd compuesta por un tegumento blanco
(que cubre el borde longitudinal de los cotiledones) de textura pléstica y resistente. Se estima
que su espesor es de 0,20 mm, no obstante varia de acuerdo con la zona cubierta.
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Morfologia de Lupinus Mutabilis: Tlustracion 1: Hojas y flores / llustracion 2: vainas / llustracion 3: semillas
(Peralta, Caicedo y Rivera, 2001).

Por otro lado, la semillas ha sido estudiada por su valor nutricional; sin embargo, presenta
compuestos anti nutricionales como los alcaloides, los cuales pueden ser toxicos para el
consumo (Tapia y Anpe, 2016).

Algunas especies del género Lupinus como la Lupinus angustifolius, L. albus, L. luteus y L.
mutabilis, se han cultivado en diferentes lugares alrededor del mundo, esto gracias a que su
follaje y especialmente sus semillas presentan una importante concentracion de proteinas
(valores varian segun la especie, variedad y condiciones ambientales) (Zamora y Natera,
2009).

En la 7abla 2 se muestra la composicion quimica del lupino sin desamargar y desamargado.
El desamargado causa la pérdida de materia seca soluble. Esto resulta en un aparente aumento
de la proteina cruda, debido a la lixiviacion preferencial de glucidos y minerales disueltos
(Carbajal, 2016).

Tabla n°® 2: Andlisis bromatologico del lupino amargo y desamargado (Carbajal, 2016).

Componente Lupino amargo (base seca) Lupino desamargado (base seca)
Proteina (%) 47,80 54,05
Grasa (%) 18,90 21,22
Fibra (%) 11,07 10,37
Cenizas (%) 4,52 2,54
Humedad (%) 10,13 77,05
Glucidos (%) 17,62 11,82
Alcaloides (%) 3,26 0,03




Cuantificacion de lipidos en las semillas de Lupinus mutabilis por indice de peroxidos y extraccion de sus alcaloides para el
analisis de la actividad antibacteriana.

Azucares totales (%) 1,95 0,73
Azlcares reductores (%) 0,42 0,61
Almidon total (%) 4,34 2,88

K (%) 1,22 0,02

Mg (%) 0,24 0,07

Ca (%) 0,12 0,48

P (%) 0,60 0,43

Fe (ppm) 78,45 74,25

Zn (ppm) 48,84 63,21

Mn (ppm) 36,72 18,47

Desde el punto de vista agrondémico, el lupino es reconocido como una de las leguminosas
mas eficientes en la fijacion del nitrégeno atmosférico y uno de los mejores abonos verdes;
asi como por su adaptacion y tolerancia a suelos pobres, sequia y bajas temperaturas.

FAO, considera que las lineas de investigacion que requieren ser completadas para este
cultivo son la coleccion de germoplasma, mejoramiento genético, postcosecha e
industrializacion y promocion de su consumo (Barney, 2011).

Antecedentes de investigaciones con Lupinus Mutabilis

El mayor conocimiento de la fisiologia del lupino, el desarrollo de metodos analiticos cada
vez mas precisos, la capacidad de sintesis quimica organica y los avances de los
procedimientos de la quimica y biologia experimental, han permitido realizar la extraccion, el
aislamiento y la caracterizacion de los alcaloides. También se ha comprobado la efectividad
de estos compuestos mediante experimentos “in vitro” e “in situ” y se encuentra prometedor
como agente de control. Los alcaloides del lupino muestran notable actividad bioldgica,
misma que puede ser explotada en otros campos de la industria.

En una investigacion de la INIAP, utilizando como indicadores biologicos a Artemia salina 'y
alevines de trucha Salmo gairdnerii, se determind una dosis letal media de 473,88 ppm y
589,54 ppm respectivamente. En los seres humanos y animales son toxicos a dosis elevadas:
11 a 25 mg/kg de masa corporal en nifios y 25 a 46 mg/kg en adultos, produciendo graves
intoxicaciones, cuyos sintomas son midriasis, calambres, cianosis, paralisis respiratoria, dolor
estomacal, vomito e incluso coma.

Entre las propiedades de los alcaloides adjudicadas gracias a las investigaciones realizadas se
destacan: actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli. Actividad
antifingica, efectivo en el control de Mycrosporum canis y Trichophytom rubrum. Actividad
fungistatica, por ejemplo, retarda el desarrollo y multiplicacion del Penicillium digitatum en
ciertas frutas como el borojo. Actividad nematicida, los extractos de lupino con 2 % de
alcaloides y los de mashua con 4,12 % de isotiocianatos, presentaron propiedades
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nematicidas, provocando la mortalidad del 93,3 y 96,7 % de larvas expuestas,
respectivamente (Cawley, 1985).

Seleccion del origen de las muestras y sus usos/ cultivos

El lupino, que tiene una calidad de grano similar a la de la soja, se produce en invierno, se
siembra en abril-mayo y se cosecha en noviembre. Uno de los requisitos como especie es ser
plantado en campos profundos y bien drenados, ya que es una especie muy susceptible al
anegamiento y a las zonas bajas (Garcia, 2020).

A lo largo del mundo, es una especie que estd muy difundida en Australia (donde se utiliza
como suplemento para las ovejas de cria y para los engordes de cordero), Europa y Chile
(donde se implementa en el manejo alimenticio de los ovinos, pero sobre todo se prepara para
las vacas lecheras y producciéon de pescado) (Garcia, 2020).

En Uruguay estd presente hace 4 afios y tiene un uso multiple, dado que se utiliza para el
engorde de ganado de carne, tanto para la recria de terneros como para la terminacién en los
feedlots (Foderé, 2020). A su vez, tiene lugar en los engordes de corderos y es muy utilizado
para las cabanas, que son las grandes demandantes de grano de lupino por su gran calidad. Un
tercer destino es para los tambos, que también lo estan comenzando a implementar en sus
sistemas de suplementacion (Foderé, 2020).

A la hora de la seleccion de los paises de origen de las muestras a analizar, se tuvieron en
cuenta las diferencias de los lugares de cultivo, teniendo ambos, climas y suelos diferentes lo
que generaria una repercusion innegable en los resultados.

La muestra 1 es proveniente de Argentina, del limite con Chile donde se encuentra la
Cordillera de los Andes; mientras que la muestra 2 es originaria de Italia.

Lipidos

Los lipidos son un grupo muy heterogéneo de compuestos organicos, constituidos por
carbono, hidrégeno y oxigeno principalmente, y en ocasiones por azufre, nitrogeno y fosforo.
En los alimentos existen fundamentalmente tres tipos de lipidos:

e Grasas o aceites (también llamados triglicéridos o triacilglicéridos). Se dividen en saturadas
e insaturadas. Su estructura quimica varia y sus propiedades y funciones también,
dependiendo de los 4cidos que contienen. (Garcia, s.f.).

e Fosfolipidos.
e Esteres de colesterol, que muestran un componente comun: los 4cidos grasos. Los hay de

tres tipos: acidos grasos saturados (AGS), acidos grasos monoinsaturados (AGM), acidos
grasos poliinsaturados (AGP) (Garcia, s.f.).
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Tipos principales de lipidos que se encuentran en los organismos vivos

1. Fosfolipidos: consisten en dos cadenas de acidos grasos, un grupo fosfato y un grupo
glicerol, desempenan un papel clave en la constitucion de las membranas celulares (Mufioz,
2019).

2. Glicolipidos: son moléculas grasas que contienen una unidad de azucar. Juegan un papel
importante en el desarrollo del sistema inmune del cuerpo.

3. Colesterol: se encuentra en las células y el torrente sanguineo de los seres humanos.
Debido a que no es soluble en la sangre debe ser llevado a las células con la ayuda de
lipoproteinas (Muiioz, 2019).

4. Triglicéridos: consisten en tres moléculas de acidos grasos y una molécula de glicerol. Los
acidos grasos pueden ser insaturados o saturados. Un triglicérido se clasifica como grasa si se
solidifica a una temperatura de 20 °C, de lo contrario se clasifican como aceites (Mufioz,
2019).

5. Esteroides: incluyen hormonas y colesterol. Este ultimo es producido por el cuerpo y
consumido a través de los alimentos, y desempefia un papel en la produccion de hormonas.

6. Lipoproteinas: una lipoproteina es una combinacion de proteinas y lipidos que se
encuentran en la membrana de una célula (Mufioz, 2019).

Esta ayuda a que la grasa se mueva alrededor del cuerpo en el torrente sanguineo y existe en
forma de lipoproteina de baja densidad (HDL) y lipoproteina de alta densidad (LDL).

7. Cera: se pueden encontrar en las plumas de los animales, en los oidos humanos e incluso
en las hojas de las plantas. Su funcion principal es la de proteccion (Muiioz, 2019).

Acidos grasos presentes en Lupinus Mutabilis
El aceite de lupino es de muy buena calidad, teniendo hasta un 12 % de 4cidos grasos
saturados, 50-70 % de 4cido oleico y del 18 al 22 % de 4cido linoleico (UBAagronomia, s.f.).
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indice de Peréxidos

El Indice de perdxidos es una estimacion del contenido de sustancias que oxidan el ioduro
potésico y se expresa en términos de miliequivalentes de oxigeno activo por kg de grasa. Se
asocia con la presencia de peroxidos derivados de los 4cidos grasos presentes en la muestra
(Anonimo, 2002).
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El contenido de perdxidos, define su estado de oxidacion primaria y nos da por tanto un
parametro de su tendencia al enranciamiento (Hanna Instruments, s.f.).

Los peroxidos o compuestos de oxidacion inicial, se originan si la materia prima con la cual
se fabrica el producto se maltrata, si el aceite no se protege de la luz y el calor, o no se guarda
en envases adecuados, como consecuencia de ello, a mayor indice de peroxidos menor sera la
capacidad antioxidante de un aceite (Hanna Instruments, s.f.).

Segun lo establecido por el Reglamento Bromatoldgico Nacional de la IMPO, el indice de
peroxidos en aceites refinados debe tener un maximo de 10 miliequivalentes de oxigeno
activo/kg, mientras que el valor maximo para los aceites virgenes es de 15 miliequivalentes
de oxigeno activo/kg (Capitulo 3, art. 17.3.7, 2019).

Alcaloides

No existe una definicion clara de lo que constituye un alcaloide, pero estos compuestos
comparten las siguientes caracteristicas: son componentes basicos que contienen nitrogeno;
son en su mayoria componentes complejos, derivados biosintéticamente de varios
aminoacidos y muestran efectos farmacoldgicos pronunciados sobre diversos tejidos y
organos de seres humanos y otras especies animales.

Estos compuestos se pueden encontrar en productos naturales tales como plantas. El tipo y la
cantidad de estos alcaloides varian mucho dependiendo de la porcion de la planta analizada y
la etapa de maduracion (Cooke, Poole y Wilson, 2000).

Alcaloides del Lupinus mutabilis

El aprovechamiento de los lupinos en el mundo se ha limitado por la presencia de sustancias
toxicas (Jacobsen y Sherwood, 2006), debido principalmente a que las semillas poseen en su
estructura alcaloides quinolizidinicos, que le confieren cierto grado de toxicidad y un sabor
fuertemente amargo (Schoneberger e Ildefonso, 1981). Estas sustancias protegen a la planta
en el medio e impiden que la semilla sin tratamiento pueda ser aprovechada para consumo
(Butler, 1996).

Las investigaciones se han ocupado en eliminar dichas sustancias, esencialmente con un
enfoque agrondmico y en segundo plano con enfoque industrial (Gross et al, 1982). A través
del primer enfoque se han desarrollado, entre otros, especies como el lupino blanco, (L.
Albus) (Von Baer y Groos, 1983). En el caso del L. mutabilis, el mejoramiento agricola no ha
tenido grandes repercusiones ya que esto ha provocado la pérdida de sus caracteristicas de
resistencia. Actualmente el lupino andino se detoxifica mediante sucesivos lavados con agua

que eliminan estas sustancias hasta niveles que permiten su consumo (Jacobsen y Mujica,
20006).

Se ha reportado que més de 450 alcaloides se producen en plantas de leguminosas. Los
alcaloides de quinolizidina, contenidos en el lupino, son el mayor grupo de alcaloides de las
leguminosas (Cooke, 2000).
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Las propiedades alcalinas del lupino se manifiestan porque tiene en su estructura 2 a&tomos de
nitrogeno. Los compuestos alcalinos de /[upinus mutabilis, son altamente toxicos en
concentraciones altas, tanto en animales como en seres humanos (Baldeon, 2012).

Alcaloides quinolizidinicos (AQ)

Los alcaloides del género Lupinus son derivados de la quinolizidina de variable complejidad,
donde la mayoria son biciclicos o tetraciclicos. Estos se encuentran como bases terciarias y
N-oxidos en concentraciones que varian desde niveles indetectables en variedades dulces
genéticamente obtenidas, hasta 3,8 % en algunas especies amargas de Lupinus albus y
Lupinus mutabilis (Muzquiz, 1993). Se han identificado la lupanina (ver llustracion 4),a 1,3
hidroxilupanina, angustifolina, esparteina (ver llustracion 4), y cistisina como las sustancias
de mayor presencia (Hatzold, 1983). La lupanina es uno de los alcaloides que se ha
encontrado como mayoritario en la especie L. mutabilis y en sus diferentes ecotipos (Olviera,
1993).

0 (@ ()
[lustracion 4: Estructuras quimicas de la Lupanina (a) y Esparteina (b); (Olviera, 1993).

Actividad biologica de metabolitos secundarios en género Lupinus

Los metabolitos secundarios como alcaloides, terpenoides y fenilpropanoides actian como
defensa activa para el control de plagas e insectos, matando al microorganismo patégeno o
inhibiendo su reproduccién: estos compuestos son los responsables de sintetizar enzimas que
degradan la pared celular de los microorganismos, brinddndoles la capacidad de inactivar
toxinas de origen microbiano (Sharapin, 2000).

A continuacion, se presenta la actividad biologica relacionada de metabolitos secundarios de
L. mutabilis, asi como los metabolitos secundarios reportados en otras especies de Lupinus:

Tabla n® 3: Actividad biologica de los metabolitos secundarios presentes en el género
Lupinus (Sharapin, 2000).

Metabolito

. Generalidades e importancia Referencias
secundario

Flavonoides | Compuestos polifendlicos que comprenden quince atomos de | (Villanueva,
carbono con dos anillos aromaticos conectados por un puente | 2013)

de tres carbonos. Estos compuestos juegan un papel
importante como metabolitos secundarios presentando
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actividad antibacteriana en bacterias gram positivas como
S.aureus.

Saponinas y | Las saponinas y glicosidos son esteroides que se encuentran | (Cano,
esteroides en el género Lupinus, tienen la propiedad de hemolizar los | Dewey y
globulos rojos y formar una espuma abundante y estable al | Xie, 2013)
agitar sus soluciones acuosas.

Taninos Su actividad antimetanogénica se atribuye principalmente a | (Hagel y
los taninos condensados los cuales disminuyen la produccion | Facchini,
de metano a través de una reduccion digestiva de la fibra. 2013)

Alcaloides | Los alcaloides presentes en lupinus se evaluaron como | (Beaudoin,
control de plagas y enfermedades comprobando que la | Facchini,
lupanina uno de los alcaloides principales logré inhibir al | Mustafa,
100 % el crecimiento micelial de R. Solani. Otros alcaloides | Pan, Tang y
presentes en el género lupinus como la lupinina y esparteina | Choi, 2016)
han presentado efecto hipoglucemiante.

Resistencia bacteriana

En la actualidad, se han incrementado las infecciones causadas por organismos resistentes a
los antibidticos, convirtiéndose en una problematica mundial, debido a que los tratamientos
se encuentran limitados (Lourenco, Maximo, Ferreira y Pereira; 2002), las bacterias presentan
una plasticidad genética que les permite responder a una amplia gama de amenazas
ambientales, incluida la presencia de moléculas de antibidticos que pueden poner en peligro
su existencia; estas bacterias han desarrollado mecanismos antiguos para resistir el efecto de
la molécula antibiotica dafiina (Jarrin, 2003).

Todas las estrategias de resistencia bacteriana son codificadas por uno o mas genes, los cuales
son compartidos con facilidad entre cepas de las mismas especies, especies de géneros
diferentes e incluso entre bacterias emparentadas de manera mas lejana (Arango, 2002). La
resistencia bacteriana a los antibidticos corresponde a una respuesta predecible y quizas
inevitable del uso de antimicrobianos. La velocidad con la que surge y se extiende en
poblaciones microbianas, estd con frecuencia determinada por la cantidad de antibidticos
concretos en un ambiente dado.

Multiples investigaciones han demostrado que la Lupinus mutabilis presenta una amplia
diversidad genética y adaptacion a suelos, precipitacion, temperatura, altitud y periodo
vegetativo, lo que a su vez ocasiones que su actividad antibacterial pueda variar de acuerdo a
las condiciones de cultivo y suelos en los que la Lupinus mutabilis sea cultivada. Asi mismo,
varia en precocidad, contenido en proteinas, aceites, alcaloides, rendimiento y tolerancia a
plagas y enfermedades (Crozier, 2015). Los alcaloides del género lupinus han presentado
actividad antimicrobiana, segun estudios previos (Santra, 2012), en donde dependiendo de las
condiciones climaticas, es posible evidenciar el incremento en su contenido de alcaloides.
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Bacterias Gram + y Gram -
En microbiologia, se denominan bacterias
gram positivas a aquellas bacterias que se Frotemna asociads (EIETGNEIN  Acidos

a la pared Teicoicos

tifien de azul oscuro o violeta por la tincidon de
Gram. Esta caracteristica estd intimamente
ligada a la estructura de la envoltura celular,
por lo que refleja un tipo natural de
organizacion bacteriana. La envoltura celular

Acidos
¥| Lipoteicoicos

de las bacterias gram positivas comprende la )
Membrana
Plasmatica

membrana citoplasmatica y una pared celular
compuesta por una gruesa capa de
peptidoglicano, que rodea a la anterior
(Quimica.Es, s.f.). Ilustracion 5: Pared celular Gram positivo
(Da Silva, 2021).

Incluyen especies tanto moéviles (via flagelos) como inmdéviles con forma de bacilo o coco;
con gruesas paredes celulares o sin ellas.
La pared externa de la envoltura celular de una bacteria gram positiva tiene como base
quimica fundamental el peptidoglucano, que es un polimero de N-acetil-2-D-glucosamina,
unido en orientacion B-1,4 con N-acetil murdmico, a este se agregan por el grupo lactilo
cuatro o mas aminoacidos. Esta molécula se polimeriza gran cantidad de veces, de modo que

se forma una malla especial, llamada saculo

| Gram (-) | de mureina. Dicho compuesto es de vital
(RN} P B A importancia para conservar la forma y darle
! 8 j: ‘ 0 \ | i P , . , .
Membrana ! Nucleo Polisacaridico Lipido A ([LI:.USSG i rlgldeZ a la Celula baCterlana (QUImlca.ES,
externa - roteina 3
ek P el /g 4 s.f).
& rostopido A aquellas bacterias que no se tifien de azul
Lipoproteina . . .y
Espacio A bepidogicane OSCUTO 0 violeta por la tincion de Gram se

Periplasmico
o

iienbrana Plasmatica les denomina bacterias gram negativas.
Interior

[lustracion 6: Esquema de la pared celular de bacterias
Gram negativas (Da Silva, 2021).

Esta caracteristica estd intimamente ligada a la estructura de la envoltura celular, por lo que
refleja un tipo natural de organizacion bacteriana. Las bacterias gram negativas son menos
susceptibles a los antibidticos debido a su membrana exterior. Esto es porque la membrana
exterior ofrece la proteccion contra los tratamientos que dafiarian ordinariamente la
membrana interna. Las deformaciones resistentes a los antibioticos de bacterias se han
observado para visualizar modificaciones en la composicion del lipido o de la proteina de la
membrana exterior (Quimica.Es, s.f).
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Materiales, sustancias y procedimientos:

Extraccion del aceite de las semillas
Preparacion del equipo Soxhlet:

Materiales Muestras, sustancias y soluciones
Cépsulas de celulosa Muestras molidas
Soportes y pinzas Eter de petroleo
Tubos Soxhlet Vaselina

Mantas calefactoras

Condensadores

Refrigerantes

Balones de 250 mL

Perlas de ebullicion

Pr imiento:

*Se molieron las muestras hasta conseguir un grano fino casi polvo.

1. Se coloco el tubo Soxhlet en un soporte con ayuda de pinzas.

2. Dentro del tubo Soxhlet se coloco la capsula que contenia la muestra utilizada.

3. Después, se coloco la manta calefactora debajo del tubo Soxhlet.

4. Se colocd (sobre el tubo Soxhlet, pero sin tener contacto) en el soporte ya mencionado
con ayuda de pinzas al condensador.

5. Se conectaron las mangueras que controlan el sistema de entrada y salida del refrigerante
a una conexion de agua a temperatura ambiente.

6. Posteriormente se agregd un poco de vaselina entre las uniones del tubo Soxhlet y el
condensador, para de esta forma facilitar la union entre ambos, y disminuir la posibilidad de
quebraduras.

7. En un baldn, se coloco éter de petroleo de forma que el sistema generara 2 sifonadas.

8. Luego, se colocaron en el balon cuatro perlas de ebullicion, para que la ebullicion fuera
mas controlada, uniforme, evitando salpicaduras, disminuyendo la cantidad de burbujas, y
favoreciendo el movimiento del liquido, el cual mejora la homogeneizacion (para que la
temperatura sea mas uniforme en todo el liquido).

9. Luego, se coloco nuevamente en la boca del balén un poco de vaselina, para facilitar la
conexion con el tubo Soxhlet, y disminuir la probabilidad de quebraduras.

10. Se posiciond el baldén sobre la manta calefactora y se conectd debajo del tubo Soxhlet.
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Extraccion solido / liquido:

1. Se abrid el flujo de agua hacia el condensador, se comprobd que estuviera bien
conectado y se lleno la seccion refrigerante de éste.

2. Se encendio la manta calefactora para dar por iniciada la extraccion.

3. Se observo hasta que ocurrié la primera sifonada, se observaron las caracteristicas
propias del aceite a extraer y del éter.

4. Luego de que se determino el final de la extraccion (proceso el cual durd 4 horas), se
apago la manta calefactora. Se dejé que se enfriara.

5. Se cerro el flujo de agua al condensador y, con cuidado, se desarmé el equipo.

6. Después, se separ6 el contenido del balon a un recipiente de un litro de volumen, se
rotulod “aceite de lupinus + éter de petroleo”.

Recuperacion de éter de petroleo y aceite de lupino:

Materiales Soluciones

Roto-evaporador Solucidon “aceite de lupinus + éter”

Matraz redondo de recoleccion

Matraz redondo de evaporacion

Procedimiento: U ® ot Conitn
leua / dongua avacio Erdracs
cﬁ_{ ﬁ__h ; /e MG ekt
, . T &
1.Se arm¢ el equipo, como se muestra en la — .
ilustracion 7, con la excepcion de no colocar | & e 3
Matraz =

ambos matraces redondos (matraz redondo de | ek
recoleccion y matraz redondo de evaporacion).
2. Se extrajo del recipiente de 1 L de la etapa

anterior, el volumen total de la solucion anterior [lustracion 7: armado de rotaevaporador.
contenida en él.
3. Se coloco el volumen de la solucion extraida en el matraz redondo de evaporacion.
4. Luego se conectd dicho matraz al tubo evaporador (el cual estaba conectado al motor
rotatorio, y este al tubo de condensacion en espiral).
5. Se asegurd que el matraz redondo de recoleccion estuviera limpio y listo para usar,
luego, se lo conecto al refrigerante, (como se ve en la imagen).
6. Se abri¢ el flujo de agua al tubo de condensacion en espiral, se observd que estuviera
bien conectado y listo para usarse.
7. Se encendid la trompa de vacio, para reducir la presion interna del sistema.
8. Se encendio el bafio termostatico de agua a 70 °C.
9. Luego, se encendio el rotavapor para que el matraz redondo de evaporacion empezara a
girar.
10. Se esper6 a que el rota-evaporador terminara de extraer el éter (sucedio cuando dejo de
caer liquido en el matraz redondo de recoleccion).
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11. Se destrabod y quitd el matraz redondo de recuperacion, se extrajo el contenido dentro
de él y se lo coloco en un recipiente y se rotulo “éter extraido” con un marcador.

12. Posteriormente, se destrabd y quitd el matraz redondo de evaporacion, se extrajo el
contenido de €l y se lo coloco en un vial, rotulando “Aceite de Lupinus Mutabilis”.

Determinacion del indice de peroxidos

Materiales Sustancias y soluciones
Pipetas graduadas de 5 mLy 10 mL Semillas
Vasos de Bohemia de 50 mL y 100 mL Cloroformo
Cuentagotas Acido acético glacial 100 %
Vidrios reloj Cloruro de Bario dihidratado 0,01 eq/L
Papel de filtro Acido clorhidrico concentrado
Embudos de decantacion de 100 mL Hierro (III) Nitrato nonahidratado
Matraces aforados de 100,00 + 0,16 mL, Acido clorhidrico al 1 %

50,00 = 0,06 mL y 25,00 0,04 mL

Pipetas aforadas de 1,00 + 0,008 mL, 5,00 Tiocianato de Potasio
0,010 mL y 10,00 £+ 0,04 mL

Buretas de 10,00 mL Agua destilada

Balanza analitica + 0,0001 g

Equipo de calefaccion (plancha y bafio de
agua)

Espectrofotometro y celdas de vidrio

Fotocolorimetro y celdas de vidrio/plastico

Procedimiento:

Preparacion de los reactivos:
Mezcla de cloroformo: acido acético (2:3):
Se mezclaron 40 mL de cloroformo con 60 mL de acido acético glacial. Se agitd bien.

Reactivo de Hierro (II):

Se prepard una solucién en la que se disolvieron 0,4 g de cloruro de bario dihidratado en 50
mL de agua destilada y otra que contenia disueltos 0,5 g de sulfato de hierro (II)
heptahidratado en 50 mL de agua destilada. Se combinaron ambas soluciones y se agregaron
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2 mL de acido clorhidrico concentrado. Finalmente se filtr6 para eliminar el solido
precipitado.

Acido Clorhidrico al 1 %:

Se diluyeron 14 mL de acido clorhidrico concentrado (36 %) en agua suficiente para obtener
500 mL de solucion. Se tuvo la precaucion de no agregar agua al acido sino hasta que el
mismo estuvo lo suficientemente diluido.

Solucién de Hierro (IIT) 1 g/L:

Se disolvieron 0,36 g de nitrato de hierro (III) nonahidratado (se registrd la masa real
disuelta) en cantidad suficiente de acido clorhidrico 1 %, de modo que se obtuvieron 50 mL
de solucidn. Se prepard con material de la mayor precision posible.

Solucidén de hierro (I1T) 100 mg/L:

Se diluyeron 10 mL de la solucion de hierro (III) 1 g/L en 4cido clorhidrico 1 % suficiente
para obtener 100 mL de solucion. Se prepar6d con material de la mayor precision posible.
Solucion de Tiocianato de Potasio 10 % m/V:

Se disolvieron 5 g de tiocianato de potasio en agua suficiente, de modo de obtener 50 mL de
solucion. Esta solucion podia ser preparada alternativamente con tiocianato de sodio o de
amonio.

Curva de calibracion para Hierro (111):
1. Se transfirio la solucion de hierro (III) de concentracién 100 mg/L a una bureta de 10,00
mL limpia. Se enras6 la bureta en cero cuidando que no quedaran burbujas de aire en su pico.
2. Posteriormente, se transfirieron los siguientes volimenes de solucidon a una serie de
cinco matraces aforados de 50,00 mL:

Matraz 1 2 3 4 5

V tierro am 100 mg/L (mL) 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25

3. Se agreg6 a cada uno de ellos 1 mL de solucion de tiocianato de potasio al 10 % y se
enras6 con acido clorhidrico al 1 %. Se prepard de la misma manera un blanco, en el que no
se agrego6 hierro (solo el tiocianato y acido clorhidrico al 1 %).

4. Luego se midi6 la absorbancia de cada una de las soluciones a 470 nm (por duplicado).

5. Previamente se ajusto el equipo con el blanco, de manera que su absorbancia fuese cero.

6. Se graficd la concentracion de hierro (III) para cada solucion (en mg/L) contra la
absorbancia en un diagrama de dispersion (ver Grdfica 1) y se encontrd la ecuacion de la
recta de mejor ajuste a la serie de datos experimentales mediante el método de minimos
cuadrados.

Determinacion del indice de peroxidos:

1. Se midieron aproximadamente 0,5 g de aceite en un vaso de Bohemia de 50 mL (se utiliz6
una balanza analitica para que esta tenga la mayor precision posible y se registro la masa real
medida).




Cuantificacion de lipidos en las semillas de Lupinus mutabilis por indice de peroxidos y extraccion de sus alcaloides para el
analisis de la actividad antibacteriana.

2. Se agregaron 10 mL de mezcla cloroformo: acido acético 2:3 y 1 mL del reactivo de hierro
(IT). A continuacion se agitdé durante aproximadamente quince segundos, se cubrid el vaso
con un vidrio reloj y se dejé en oscuridad por 10 minutos.

3. Pasados los 10 minutos, se transfirid cuantitativamente la mezcla a un embudo de
decantacion de 100 mL y se agregaron 20 mL de agua destilada, con lo que se diferenciaron
claramente dos fases. Se tap6 el embudo y se agitd por aproximadamente quince segundos.

4. Se dejo reposar el embudo hasta que las dos fases se diferenciaran nuevamente y se
descarto la fase inferior de cloroformo. Se transfiri6 la fase superior a un vaso de Bohemia de
100 mL, se lavo el embudo con 5 mL de agua destilada y se combind el agua de lavado con el
resto de la fase acuosa.

5. Se calentd suavemente el vaso de Bohemia con la fase acuosa de manera que se eliminase
completamente los restos de cloroformo y se transfirié cuantitativamente a un matraz aforado
de 50,00 mL, que se enras6 con acido clorhidrico al 1 %.

6. Se realizd una toma de 25,00 mL de la solucion preparada anteriormente y se transfirio a
un matraz aforado de 50,00 mL. Se agregd 1 mL de tiocianato de potasio al 10 % y se enraso
con acido clorhidrico al 1 %.

7. La idea principal era que, luego de haber agregado el tiocianato y de haber enrasado a 50
mL, la intensidad del color obtenido no superase la intensidad del patron mas concentrado de
la curva de calibracion de hierro (I11).

8. Se midi6 la absorbancia de la solucion a 470 nm (por duplicado) contra un blanco
preparado de la misma manera, pero sin la presencia de aceite.

9. A partir de la absorbancia obtenida se calcul6 la concentracion de hierro de la solucion y, a
partir de ella, el valor del indice de perdxidos del aceite.

Extraccion de alcaloides en medio alcalino

Materiales Sustancias y soluciones
Balanza analitica (+0,0001) Cloruro de mercurio
Probeta 100 mL Agua destilada
Matraz aforado (100 = 0,16) mL Yoduro de potasio
Matraz Erlenmeyer Amoniaco cc
Cuentagotas Eter de petroleo
Probeta 10 mL Acido clorhidrico 1 eq/L
Papel de filtro
Embudo de decantacion
Pipeta graduada de 5 mL
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Tubo de ensayo

Vaso de descarte

Procedimiento:

Preparacion de reactivos:
Reactivo de Mayer:
Se disolvieron 1,3 g de cloruro de mercurio en 60 mL de agua y 5 g de yoduro de potasio y se
afor6 a 100,00 mL. Los alcaloides se detectaron como un precipitado blanco o de color crema
soluble en acido acético y etanol.

. Se coloco en un pequeio Erlenmeyer 2 g de la muestra pulverizada y desengrasada.
. Se humedecio6 con 20 gotas de amoniaco concentrado diluido al doble.

. Luego se agregaron 10 mL de éter de petroleo.

. Se dej6 reposar 30 minutos agitando de vez en cuando y se filtro.

. Se llevo el filtrado a embudo de decantacion

. Se agregaron 3 mL de una solucién de HCI alrededor de 1 eq/L y se agito.

. Se retiro la fase inferior acuosa y se la filtr6 en un filtro previamente mojado.

. Se recogi¢ el filtrado en un tubo de ensayo.

0 N L A W IN —

Esterilizacion del material

Materiales Soluciones

Autoclave Medios (preparados posteriormente)

Placas de Petri

Espatulas

Procedimiento:

Fue crucial el autoclavado de todo el material para eliminar cualquier forma de vida que
influyera a la hora de sembrar, en el crecimiento de las bacterias y su posterior analisis.
*Procedimiento de uso de autoclave en anexo n°2.

Preparacion de medio sdlido en placa (para identificacion de bacterias):

Materiales Soluciones
Matraz Erlenmeyer 250 mL Agua destilada
Balanza auxiliar Medio de cultivo (RS)

Agitador magnético

Agar
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Plancha calefactora

Mechero

Varillas de vidrio

Placas autoclavadas

pHmetro

Procedimiento:
1. Se midi6 la masa de la cantidad de medio de cultivo (RS) para preparar 200 mL del
mismo.
2. Luego, se coloco el medio en el Erlenmeyer 250 mL y se disolvid en el agitador hasta
que se completo el total de disolucidn, aplicando calor para facilitar el proceso.
3. Se retir6 del medio agitador, se midi6 el pH. Se agreg6 agar.
4. Se acondicionaron los envases para esterilizar con tapones de algodon-gasa envueltos
en papel poroso.
5. Se esteriliz6 en autoclave el material (placas de Petri, entre otros).
6. Se esteriliz6 la botella sin cerrar totalmente el tapon.
7. Se sac6 del autoclave e introdujo la botella en un bafio a 40 °C por aproximadamente 30
minutos.
8. Se distribuy6d el medio en las placas de Petri previamente esterilizadas, en las
proximidades del mechero, flameando bien la boca de la botella para evitar contaminaciones.
9. Se dejo que el medio solidifique y luego se conservaron de forma invertida.

Realizacion de la siembra:

Materiales Muestras
Placas autoclavadas Bacteria A
Micro pipetas Bacteria B
Ansa
Mecheros

Procedimiento:

1. Se marc6 el material con las iniciales y se rotuld la muestra.
2. Se realiz6 la siembra en placa.
3. La incubacion de los medios de sembrado se realiz6 a 37 °C por 24 horas.
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Tincion de Gram:

Materiales Soluciones
Cristalizadores Muestra de la colonia
Ansa Cristal violeta
Cuentagotas Reactivo de lugol
Portaobjetos Etanol 96 %
Cubreobjetos Agua destilada
Microscopio Safranina
Mechero Aceite de inmersion

Procedimiento:

1. Con un ansa de siembra se tomd una muestra de la colonia y se extendi6 en un
portaobjetos con el fin de preparar un frotis bacteriano y fijar la preparacion. Para ello se pasé
dos o tres veces sobre la llama, con la preparacion hacia arriba, para no quemarla. Se debio
procurar que el calor nunca fuera excesivo, pues se alterarian las estructuras de la bacteria.

2. Se tifid con cristal violeta durante 60 segundos.

3. Se tir6 el exceso de colorante.

4. Luego se afiadio lugol, y se esperaron 60 segundos.

5. Se decolor6 con etanol al 95 % por 20 segundos.

6. Se lavo con agua.

7. Se anadio6 el colorante de contraste, safranina, esperar 1 minuto y medio.
8. Nuevamente se lavd con agua.

9. Se observé en el microscopio (x100, con aceite de inmersion).

Preparacion de medio solido en placa (para observacion de actividad antibacteriana):

Procedimiento:

Se realiz6 el mismo procedimiento que a la hora de la preparacion del medio para el cultivo
de las bacterias, en cambio, se sustituyo el TSB por el medio de cultivo Rappaport-Vassiliadis
(RV) Enrichment Broth (el cual también necesit6 el agregado de agar).

Realizacion de la siembra:

Materiales Soluciones

Placas autoclavadas Solucion de antibidtico Sefril
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Micro pipetas Bacteria Gram positiva (solida)
Ansa Bacteria Gram negativa (liquida)
Mecheros Soluciones de alcaloides de muestra 1y 2

Procedimiento:

1. Se marc6 el material con las iniciales y se rotuld la muestra.

2. Se realizo la siembra colocando cada bacteria en una placa diferente. (La bacteria gram
negativa se transfirio en una cantidad de 600 pL; mientras que la gram positiva se colocd con
el ansa en forma de puntos).

3. Sobre las bacterias se colocaron discos de papel filtro estériles (whatman), impregnados
con: 1) Antibiotico Sefril, a modo de control; 2) Solucién de alcaloides de la muestra 1, 3)
Solucion de alcaloides de la muestra 2.

4. La incubacién de los medios de sembrado se realizd a 37 °C por 24 horas.
5. Posteriormente, se midio el halo de inhibicion del crecimiento de los microorganismos
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Resultados:
Extraccion del aceite de lupino:
Para realizar el procedimiento de indice de peroxidos, se requeria unicamente el aceite de la

muestra, por lo que para extraerlo se utilizéo un embudo de Soxhlet. (llustracion §)

Ilustracion 8: extraccion de aceites mediante Soxhlet.
Se observo en este caso particular que ambos aceites presentaban una coloracion amarilla (la
muestra 1 con un color mas intenso), mientras que el éter era incoloro; debido a esto se pudo
identificar de manera mas clara cuando habia terminado de extraerse el aceite de las semillas
de lupino. (ilustracion 9y 10)

Ilustracion 9: Muestra 1. / Tlustracion 10: Muestra 2.

A la hora de la separacion del solvente (éter de petrdleo) del aceite se empled un
rotaevaporador.
El procedimiento se realizd dos veces debido a que la cantidad de aceite obtenido no era la

suficiente. Para presentar una comparacion, con una masa aproximada de 34,5 g de muestra
1, se obtuvieron 0,3413 g de aceite. Con respecto a la muestra 2, con 28,2 g aprox. se
obtuvieron 0,3217 g de aceite.

Esto nos daria una composicion de 0,99 g de aceite por cada 100 g de semilla en la muestra 1,
y 1,14 g de aceite en 100 g de semillas de la muestra 2

La muestra de semilla que se encontraba en cada capsula, ya desengrasada, fue secada en la
estufa para evaporar cualquier resto de éter de petroleo y se almacend para utilizar en la
extraccion de los alcaloides.

Indice de perodxidos: Curva de calibracion del Hierro (III):
Posteriormente, con las soluciones y reactivos respectivos de la parte de indice de peroxidos,
se prepararon las soluciones con las que se armaria una curva de calibracion.




Cuantificacion de lipidos en las semillas de Lupinus mutabilis por indice de peroxidos y extraccion de sus alcaloides para el
analisis de la actividad antibacteriana.

Dicha determinacion del indice de peroxidos se realizé de forma indirecta ya que se empled
el hierro para la construccion de la curva de calibracion.

De esta forma, ocurrié una reaccion redox, en la que los peroxidos que se encontraban en el
aceite oxidaron al hierro. La cantidad de peroxidos que habia en el aceite, es equivalente a la
cantidad de hierro que se oxid6 y que posteriormente se determin6 con el espectrofotometro.
Es decir, el nimero de equivalentes de hierro que se oxidaron es igual al numero de
equivalentes de perdxidos que oxidan el hierro, por lo que podemos plantear esta relacion y
obtener los valores de indice de peroxidos en nuestras muestras.

Las cantidades de solucion de hierro (III) 100 mg/L fueron modificadas de la técnica original
(las cuales eran 1, 2, 3,4 y 5 mL en cada matraz aforado) ya que las soluciones que contenian
los aceites de las muestras se encontraban por debajo de la menor absorbancia de la curva, es
decir, estaban fuera del rango.

" Por esto mismo se realizO una nueva
~ curva con cantidades de 0,25, 0,50,
0,75, 1,0 y 1,25 mL de solucion de
hierro a las cuales se les adiciond
tiocianato de potasio (al 10 %) y acido
clorhidrico (al 1 %).

Tlustracion 11: Desarrollo de color del hierro.
Los iones tiocianato, SCN", reaccionan con los iones hierro (III), dando lugar al ion
hexatiocianato ferrato (IIT) de color rojo.
6 SCN (ac) + F63+(ac) g [Fe(SCN)e]S_(ac)

La intensidad del color rojo nos indica de manera cualitativa la cantidad del ion [Fe(SCN)g]*
en la mezcla en equilibrio, por lo tanto la cantidad de hierro.
Se procedié a medir las absorbancias de las soluciones y se elaboré la Tabla 4:

Tabla 4: Absorbancias de las soluciones de hierro

Solucion Blanco 1 2 3 4 5
Absorbancia 1 0 0,021 0,050 0,077 0,105 0,129
Absorbancia 2 0 0,023 0,049 0,074 0,103 0,130

Absorbancia 0 0,022 0,0495 0,0755 0,104 0,1295
promedio
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Tabla 5: Concentraciones

Solucion Blanco 1 2 3 4 5
Concentracion 0 0,00513 0,0103 + 0,0154 + 0,0205+ | 0,0256 +
(g/L) 40,0007 0,0002 0,0002 0,0003 0,0004

*Calculos de concentraciones en anexo n°: 1.1

Grafica 1: Concentracion en g/L en funcion de la absorbancia
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Concentracion de hierro en las muestras:
Con la curva de hierro construida, se procedié a medir las absorbancias de las soluciones que
contenian los aceites de la muestra 1 y 2.
Cabe aclarar que en el paso 12 del procedimiento, el volumen de toma que se realizaba
variaba dependiendo del valor del indice de peroxidos que se estimaba, siendo lo usual 25 mL
para aceites sin uso (cantidad colocada), 10 mL para aceites de rancidez moderada, o hasta 1
mL para aceites de rancidez alta.

Luego, con las soluciones preparadas se midio6 la absorbancia de las mismas y se presentaron

los siguientes valores:
Tabla 6: Absorbancia en la Muestra 1y 2.

Soluciéon Muestra 1 Muestra 2
Absorbancia 1 0,058 0,020
Absorbancia 2 0,058 0,030

Absorbancia promedio 0,058 0,025

Se calcul6 la concentracion de Fe** en las soluciones de las muestras 1 y 2 partiendo de la
ecuacion presentada en la grafica y se realizaron los célculos respectivos del indice de
peroxidos.*Calculos en anexo n®: 1.2
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Se obtuvieron los siguientes resultados:
Tabla 7: Resultados de Indice de peréxidos

Muestra 1 Muestra 2

(1,16 £0,01) meq/kg (0,593 + 0,006) meq/kg

Los valores de miliequivalentes de oxigeno activo por kg de ambas muestras, fueron bajos
dentro del rango presentado por el Reglamento Bromatologico Nacional en el art. 17.3.7.
Estos aceites tienen una baja tendencia al enranciamiento, lo cual es uno de los factores que
indican que el aceite es de buena calidad.

Observaciones: El indice de peroxidos de la muestra 1 (proveniente de argentina) era casi el
doble que el de la muestra 2 (proveniente de italia); si bien se cree que uno de los factores
provocantes de esto son las diferencias climaticas y de suelos, al extraer el aceite de la
muestra de argentina se observo que el mismo era mas denso que el segundo, esto mismo nos
lleva a creer que esta muestra podria contener un mayor porcentaje de acidos grasos saturados
en comparacion a la muestra 2.

Alcaloides
La extraccion de los alcaloides se realizd por un solvente organico en medio alcalino. La
muestra que restd de la extraccion del aceite, ya desengrasada, se pulverizé y se mezcld con
una solucién alcalina que desplazd los alcaloides de sus combinaciones salinas; las bases
liberadas fueron en seguida solubilizadas en un solvente organico medianamente polar.

[lustracion 14: Muestra reposando con amoniaco y éter de petroleo / llustracion 15: Filtracion de la solucion
anterior.
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El solvente que contenia los alcaloides fue
separado y concentrado a presion reducida, luego
se agitd con una solucion acuosa acida, donde los
alcaloides se solubilizan en su forma de sales,
mientras que otras sustancias que se encontraban
en el extracto como pigmentos, esteroles y de
mas impurezas restaban en la fase organica.

[lustracion 16: separacion de alcaloides con

embudo de decantacion.
Las soluciones acuosas de las sales de alcaloides fueron alcalinizadas y extraidas con un
solvente orgéanico inmiscible; el solvente organico fue deshidratado sobre una sal anhidra,
filtrado y concentrado a presion reducida. Siendo asi, el residuo que queda, los alcaloides
totales.

Reconocimiento de alcaloides con el reactivo de Mayer:
Esta técnica de reconocimiento se basa en la capacidad que tienen los alcaloides en estado de
sal (extractos 4cidos), de combinarse con el yodo y metales pesados formando precipitados
con reactivos, como el mercuriyoduro de potasio (reactivo de Mayer).
El yoduro de potasico cuando reacciona con cloruro mercurico, forma un precipitado rojo de
yoduro mercurico:

[HgCl, + 21 - 2Cl + Hgl, ]
Este precipitado es soluble en exceso de iones de yoduro con formacién de un anidén
complejo incoloro:

[Hgl, + 21 > Hgl, |

La solucién alcalina de este complejo
sirve para descubrir indicios de
amoniaco. En esta reaccion se forma el
compuesto de color pardo, oxiyoduro
mercuriamoniaco, que es soluble en

exceso de complejo [H gli_], generando

intenso color amarillo.

[ustracion 17: Reactivo de Mayer: positivo a la
presencia

de alcaloides.
Los alcaloides por su caracter nitrogenado pueden comportarse de forma similar al amoniaco,

ante este reactivo, por lo que también se genera una coloracidon pero en este caso mas tenue
(color crema).
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Las bacterias “patréon” fueron entregadas sin identificar, por lo tanto, la parte inicial para
comenzar el andlisis microbioldgico fue su cultivo para su posterior reconocimiento mediante
la tincidon de Gram, para diferenciar la bacteria gram positiva de la gram negativa.

Resistencia microbiana

Hasta que se identificaran las mismas, las nombramos bacteria A y bacteria B.

La tincién requirié de cuatro soluciones, un colorante o tinte basico, un mordiente (sustancia
que incrementa la afinidad entre la célula y el tinte), un decolorante (elimina el tinte de una
célula tefiida) y un segundo tinte o colorante de contraste (tinte de color diferente al inicial).

Tras la tincion con el primer colorante (cristal violeta) se efectud una decoloracion con etanol
que arrastrd al colorante s6lo en las gram negativas, mientras que en las gram positivas el
colorante quedd retenido y las células permanecieron azules. Las células gram negativas se
tifieron después con el colorante de contraste (safranina) para que pudiesen observarse.

Tustracion 18: Cultivo de bacterias Ay B.

Observaciones en el microscopio:

Tabla 8: Bacterias teriidas con método Gram en el microscopio.

Bacteria

Bacteria A

Bacteria B

Lente
ocular 10
X.
Lente
objetivo
100 x =
1000 x

Aumento:

W y
o
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Coloracion violeta: bacteria gram Coloracion roja: bacteria gram
positiva. negativa.

La bacteria gram positiva era Listeria y la gram negativa Escherichia coli.

Accidn antibiotica:
Una vez identificadas, se pudo sembrar cada bacteria en una placa en las que se colocaron los
discos de papel estériles impregnados en las soluciones de alcaloides y en el antibidtico
Sefril. Durante este procedimiento se trabajo sin guantes, dado que estos son una mayor
fuente de contaminacion que las manos. Luego de finalizado el procedimiento se realizé un
minucioso lavado e higienizacion de manos.

[ustracion 19: Inoculacion de la bacteria gram negativa. / llustracion 20: Colocacion de discos estériles.

(- - ' i

Sefril 500 mg

Cefradina 500 mg

16 capsulas

Urufarma

S —— s il "

Iustracion 21: Sol. alcaloides muestra 1 / llustracion 22: Antibiotico patron / llustracion 23: Sol. alcaloides
muestra 2

Después de dos dias se observo lo ocurrido en cada placa y se notaron pequenos halos de

inhibicion alrededor de los discos de papel.
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Tabla 9: Halos de inhibicion

Placa con bacteria Lisina

Placa con bacteria E. coli

Antibiotico

Alcaloides
muestra 1

Alcaloides
muestra 2

W
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Observaciones: Las placas constaban de un halo de inhibicidn leve a simple vista por lo que

se optd por fotografiar las mismas con un mayor aumento, aunque esto no permitiera ver
correctamente los halos de inhibicion.

Alrededor de los discos de papel se puede apreciar un mayor paso de la luz, si tenemos en
cuenta la presencia de las bacterias en toda la placa, vemos que junto al papel no se
encontraban tan presentes.

Estos resultados evidenciaron un halo bastante débil a simple vista en ambas placas. Aln asi
se pudieron observar las diferencias en los mismos, confirmando la presencia de una
actividad antibacteriana mediante la comparacion de la efectividad del antibidtico con la de
los alcaloides de cada muestra.

De todas formas, por los antecedentes de investigaciones, se esperaba un mayor halo de
inhibicion en las sustancias de alcaloides. La hip6tesis sobre la causa de lo sucedido, es que la
concentracion de estas soluciones (las cuales desconocemos, por falta de recursos para
realizar el procedimiento) no fuera lo suficientemente alta como para tener una mayor
efectividad.

Conclusion:

Ambas muestras dieron un valor de indice de peroxidos relativamente bajo. Siendo el de la
muestra 1 de (1,16 = 0,01) meq/kg mientras que el de la muestra 2 de (0,593 £ 0,006)
meq/kg. Indicando asi que el aceite tiene una baja tendencia al enranciamiento, por lo tanto
que es un aceite de buena calidad.

En cuanto a su actividad antibacteriana, pudo observarse que ambas muestras presentaron un
mayor efecto y halo de inhibicion sobre las bacterias gram negativas (E. Coli), en
contraposicion con las bacterias gram positivas (Listeria).

De todas formas, en comparacion al antibidtico Sefril, ambas muestras presentaron actividad
antibacteriana similar.

Por ultimo se concluyd que la actividad antibacteriana de los alcaloides quinolizidinicos
presentes en la semilla cambia a causa del medio ambiente en el crecimiento de la planta.
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Anexo 2: procedimiento de autoclave

1. Se colocod el autoclave sobre una superficie estable, resistente al calor con acceso
apropiado a un enchufe eléctrico.

2. Se retird la tapa del esterilizador haciendo girar las tuercas de mariposa en el sentido
contrario a las agujas del reloj. Se aflojaron al mismo tiempo las dos tuercas de mariposa
opuestas. Se gir6 la cubierta y retird la tapa de la parte inferior del esterilizador. A
continuacion, se retird el recipiente interior y la rejilla del recipiente interior de la parte
inferior del esterilizador

3. Se colocé agua destilada hasta la linea de agua pintada en la parte inferior del
esterilizador. Luego, se colocd la rejilla del recipiente interior dentro del recipiente
interior con el lado del labio hacia abajo.

4.  Con el contenedor interior y la rejilla del contenedor interior fuera del esterilizador se
colocaron los materiales para ser esterilizados dentro del contenedor interior encima de la
rejilla del contenedor interior.

5. Se acomodaron los materiales de modo que el vapor pudiese circular libremente dentro de
la camara durante el ciclo de esterilizacion.

6. Se reviso si el nivel de agua dentro del esterilizador era correcto y luego se colocd el
recipiente interior ya cargado dentro del esterilizador.

7. Se asegurd que el canal de escape de aire esté colocado al lado derecho del esterilizador.

8. Se colocd la tapadera del esterilizador asegurandose de que la flecha de alineacion en la
tapadera quedase alineada con la flecha de alineacion al lado de la parte de abajo del
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esterilizador, y que el tubo de escape de aire sea introducido en el canal del tubo de
escape de aire en el recipiente interior.

Se apretaron las tuercas de mariposa de la cubierta asegurandose de que fuera de manera
uniforme, y siempre apretando al mismo tiempo dos tuercas de mariposa opuestas.

Se conectd el cordon eléctrico en el enchufe eléctrico y se gir6 el interruptor de prender y
apagar (ON / OFF) en posicién de "prendido" (ON), la luz del piloto rojo se ilumind
indicando que la corriente eléctrica estaba funcionando y el elemento calefactor estaba en
operacion.

Para aumentar el calor, se gir6 la perilla de control de temperatura en sentido de las agujas
del reloj.

Se mantuvo siempre vigilando el mandmetro y se ajustod el calor en consecuencia de este.
Para abrir la valvula de control se movi6 la palanca a la posicion vertical. El vapor
generado por el esterilizador se extrajo de la parte inferior de la unidad hacia arriba a
través del tubo de escape de aire y la valvula de control.

Se dejo que el vapor escape por 5 minutos y se cerrd la valvula nuevamente hasta que el
mandmetro estuvo en la zona de esterilizacion verde.

Luego, se abri6 la valvula de control por segunda vez y se ventildé la cdmara otros 5
minutos.

Una vez que la camara se ventilo, se cerrd la valvula de control, y se comenzo con el ciclo
de esterilizacion. Se comenz6 a contar el ciclo de esterilizacion cuando la aguja del
indicador se encontrd en la zona de esterilizacion verde en la cara del manoémetro de entre
17 a21 PSI.

Los materiales y el medio de cultivo se dejaron esterilizar por 45 minutos a una
temperatura de 121 °C.

Se mantuvo vigilado de cerca el mandmetro durante el ciclo para asegurarse de que la
presion se mantuviera en la zona de esterilizacion verde.

Al final del ciclo de esterilizacion se gir6 el interruptor de prender/apagar en la posicion
de “apagado” (OFF) y se abri6 la valvula de control en la posicion abierta para permitir
que el vapor escape.

Para evitar lesiones debido a las altas temperaturas se utilizaron guantes resistentes al
calor para abrir la valvula.

Se continu6 vigilando el mandmetro hasta que llegd a 0 PSI y no se escuch6 ninglin
sonido de escape de vapor saliendo por la valvula de control.
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21. Con el mandmetro indicando O PSI se aflojaron las tuercas de mariposa uniformemente
girando dos tuercas opuestas en sentido opuesto a las agujas del reloj.

22. Luego se quitd la tapa girdndola en sentido contrario a las agujas del reloj.
23. Se sacaron los recipientes del interior.

24. Se verti6 toda el agua de la unidad y se seco totalmente el interior.

Anexo 3: Primer cultivo (ensayo erroneo)
Antes de poder obtener cultivos exitosos con un halo de inhibiciébn presente, y sin
contaminacion fungica, se obtuvo una primer tanda de cultivos los cuales presentaban una
contaminacion casi total por hongos. Debido a que la contaminacion fue general en este y los
demas cultivos de otros proyectos realizados este dia, y la mayoria de ellos presentaban el
mismo hongo, se hipotetiza que el mismo estaba presente en el aire del espacio en el que se
realizo la inoculacion.

Se descarta una mala esterilizacion del material ya que la autoclave utilizada se encuentra en
buenas condiciones desempefiando su funcion de manera correcta, y las cintas utilizadas
tenian presentes su marca caracteristica la cual indica que el proceso de esterilizacion ha sido
completado correctamente.

Asimismo, se realizo el proceso de inoculaciéon cerca de la llama de un mechero, flameando
el ansa y la boca del matraz para evitar la contaminacion, por lo que se descarta que el
causante de la contaminacion haya sido la falta de cuidados y flameo.

Dado que se descarta que la contaminacion se haya producido de manera previa (por mala
esterilizacion en la autoclave), asi como por causa de falta de flameo al material durante la
inoculacion, y todos los cultivos presentaron el mismo hongo sin importar quien realizé la
inoculacién o si realmente tuvo los cuidados necesarios, la hipdtesis mas fuerte es que dicho
hongo se encontraba en el aire, y se depositd en los cultivos en los entretiempos.

Esto pudo ser mientras la placa se mantenia destapada para inocular, o mientras se colocaba
el agar en la misma.




Cuantificacion de lipidos en las semillas de Lupinus mutabilis por indice de peroxidos y extraccion de sus alcaloides para el
andlisis de la actividad antibacteriana.

/ lustracion 25: cultivo con antibiotico y bacteria B

Tlustracion 26. cultivo con muestra 1 bacteria A /

[lustracion 28:cultivo con muestra 2 y bacteria A / [lustracion 29: cultivo con muestra 2 bacteria B



Cuantificacion de lipidos en las semillas de Lupinus mutabilis por indice de peroxidos y extraccion de sus alcaloides para el

analisis de la actividad antibacteriana.

Anexo 3: medidas de seguridad

° Semillas de Lupinus mutabilis:
*Frases H y P: no presenta
*Pictogramas: no presenta

° Eter de petroleo 40-60 °C:
*Frases Hy P:
*H225: Liquido y vapores muy inflamables.
*P201: Obtenga instrucciones especiales antes de su uso.
*P210: Mantener alejado del calor, superficies calientes, chispas, llamas
abiertas y otras fuentes de ignicién. No Fumar.
*P273: Evitese su liberacion al medio ambiente.

*Pictogramas:

OP

*Frases H y P: no presenta
*Pictogramas: no presenta

°© Vaselina:

° Cloroformo:

*Frases Hy P:
*P201: Obtenga instrucciones especiales antes de su uso.

*Pictogramas:

S

° Acido acético glacial 100 %:
*Frases Hy P:
*H226: Liquidos y vapores inflamables.
*P210: Mantener alejado del calor, superficies calientes, chispas, llamas

abiertas y otras fuentes de ignicion. No Fumar.
*P233: Manténgase el recipiente bien cerrado.
*P240: Conecte a tierra y adhiera el contenedor y el equipo receptor.
*P280: Use guantes de proteccion / ropa protectora / proteccion para los
ojos/ proteccion para la cara / proteccion para los oidos.

*Pictogramas:

T



Cuantificacion de lipidos en las semillas de Lupinus mutabilis por indice de peroxidos y extraccion de sus alcaloides para el

analisis de la actividad antibacteriana.

° Cloruro de Bario dihidratado 0,1 eq/L:

*Frases Hy P:
*P261: Evite respirar el polvo / humo / gas / niebla / vapores / aerosoles.

*P264: Lavarse la piel concienzudamente después de la manipulacion.
*P270: No coma, beba ni fume cuando utilice este producto.

S

*Pictogramas:

° Acido clorhidrico 97 %:

*Frases Hy P:
*H290: Puede ser corrosivo para los metales

*P234: Consérvese Uinicamente en el embalaje original.

*P261: Evite respirar el polvo / humo / gas / niebla / vapores / aerosoles.

«P271: Uselo solo en exteriores o en un area bien ventilada.

*P280: Use guantes de proteccion / ropa protectora / proteccion para los
0jos / proteccion para la cara / proteccion para los oidos.

*Pictogramas:

°Hierro (II1) nonahidratado:
*Frases Hy P:
*P260: No respire el polvo o la niebla.
*P280: Use guantes de proteccion / ropa protectora / proteccion para los

0jos / proteccion para la cara / proteccion para los oidos.

*Pictogramas:

°Acido Clorhidrico 1 %:

*Frases Hy P:
*H290: Puede ser corrosivo para los metales.

*P234: Consérvese tinicamente en el embalaje original.

&
& \Pﬁ



Cuantificacion de lipidos en las semillas de Lupinus mutabilis por indice de peroxidos y extraccion de sus alcaloides para el
analisis de la actividad antibacteriana.

*P390: Absorber los derrames para evitar dafios materiales.
*Pictogramas:

° Tiocianato de potasio:
*Frases Hy P:
*P273: Evitese su liberaciéon al medio ambiente.
*P280: Use guantes de proteccion / ropa protectora / proteccion para los
ojos / proteccion para la cara / proteccion para los oidos

*Pictogramas:

° Agua destilada:
*Frases H y P: no presenta
Pictogramas: no presenta

°Cloruro de mercurio (I1):
*Frases Hy P:
*P260: No respirar el polvo / humo / gas / niebla / vapores / aerosoles.
» P273: Evitese su liberacion al medio ambiente.
*P280: Use guantes de proteccion / ropa protectora / proteccion para los
0jos / proteccion para la cara / proteccion para los oidos

*Pictogramas:

°Yoduro de potasio:

*Frases Hy P:
*P260: No respirar el polvo / humo / gas / niebla / vapores / aerosoles.
*P264: Lavarse la piel concienzudamente después de la manipulacion.
*P270: No coma, beba ni fume cuando utilice este producto.

*Pictogramas:

Wl
Y, \\,\//‘,"‘ ’
an
ha -1



Cuantificacion de lipidos en las semillas de Lupinus mutabilis por indice de peroxidos y extraccion de sus alcaloides para el
analisis de la actividad antibacteriana.

°Amoniaco 30 %:
*Frases Hy P:
*P261: Evite respirar el polvo / humo / gas / niebla / vapores / aerosoles.
«P271: Uselo solo en exteriores o en un area bien ventilada.
*P273: Evitese su liberacion al medio ambiente.
*P280: Use guantes de proteccion / ropa protectora / proteccion para los
ojos / proteccion para la cara / proteccion para los oidos.

*Pictogramas:

° Agar agar:
*Frases H y P: no presenta
*Pictogramas: no presenta

°Medio rappaport-vassiliadis:
*Frases H y P: no presenta
Pictogramas: no presenta

°Bacteria Listeria :
*Frases Hy P:

*P202: No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas
las instrucciones de seguridad

*P262 Evitar el contacto con los ojos, la piel o la ropa

*P264: lavarse las manos tras su uso

*P270 No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.

*P273: evitar su liberacion al medio ambiente

*P280: Use guantes de proteccion / ropa protectora / proteccion para los
ojos / proteccion para la cara / proteccion para los oidos.

*Pictogramas:

°Bacteria E. Coli:
*Frases Hy P:




Cuantificacion de lipidos en las semillas de Lupinus mutabilis por indice de peroxidos y extraccion de sus alcaloides para el

analisis de la actividad antibacteriana.

*P202: No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas
las instrucciones de seguridad

*P264: lavarse las manos tras su uso

*P270 No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.

*P273: evitar su liberacion al medio ambiente

*P280: Use guantes de proteccion / ropa protectora / proteccion para los
ojos / proteccion para la cara / proteccion para los oidos.

*Pictogramas:

°Cristal violeta:
*Frases Hy P:
*P201: Obtenga instrucciones especiales antes de su uso.

*P273: Evitese su liberacion al medio ambiente.
*P280: Use guantes de proteccion / ropa protectora / proteccion para los
ojos / proteccion para la cara / proteccion para los oidos.

*Pictogramas:

°Reactivo de lugol:

*Frases Hy P:
*P273: Evitese su liberacion al medio ambiente.
*P280: Use guantes de proteccion / ropa protectora / proteccion para los
ojos / proteccion para la cara / proteccion para los oidos.

*Pictogramas:

°Etanol 96 %:
*Frases Hy P:
*H225: Liquido y vapores muy inflamables.
*P210: Mantener alejado del calor, superficies calientes, chispas, llamas
abiertas y otras fuentes de ignicion. No Fumar.




Cuantificacion de lipidos en las semillas de Lupinus mutabilis por indice de peroxidos y extraccion de sus alcaloides para el
analisis de la actividad antibacteriana.

*P233: Manténgase el recipiente bien cerrado.

*P240: Conecte a tierra y adhiera el contenedor y el equipo receptor.

*P241: Utilice equipo eléctrico / de ventilacion / iluminacién a prueba de
explosion.

*P242: Utilice herramientas que no produzcan chispas.

*Pictogramas:

°Safranina:
*Frases Hy P:
*P202: No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas
las instrucciones de seguridad
*P264: lavarse las manos tras su uso
*P270 No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.
*P273: evitar su liberacion al medio ambiente.

*Pictogramas:

°Aceite de inmersion:
*Frases Hy P:
*P273: Evitese su liberacion al medio ambiente.

*Pictogramas:

°Antibiotico Sefril:
*Frases H y P: no presenta
*Pictogramas: no presenta
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