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RESUMEN

El Tropaeolum majus L. es una planta originaria de América del Sur y Central, era usada
desde tiempos muy antiguos por nuestros antepasados para combatir distintas
enfermedades. Entre sus componentes se encuentra la glucotropaeolina, que al ser
hidrolizado forma el bencil isotiocianato (BIT) que fomenta la apoptosis celular (muerte
celular programada en células cancerosas). Por ello, el presente trabajo de investigacion
tiene como objetivo la evaluacion del efecto de la presion y temperatura de extraccion del
bencil isotiocianato por CO,Supercritico a partir del Tropaeolum majus L. La extraccion
serealizd en un equipo extractor de fluidos supercriticos Speed SFE BASIC Marca: Poly
science, las hojas de Tropaeolum majus L. fueron trituradas resposadas por una hora y
liofilizadas hasta obtener una humedad de 6%. La extraccion con CO, supercritico, se
realizo con presiones de 200 y 300 bar, temperaturas de 50°C, 60°C y 70°C, obteniendo
por la conjugacion de estos seis tratamientos. Se identificod el bencil isotiocianato por
cromatografia de capa fina usando como patrén el bencil isotiocianato al 98%, y como
fase movil hexano: diclorometano (4:2). Posteriormente la cuantificacion del bencil
isotiocianato se realizo por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). El mayor
rendimiento de oleorresina de la extraccion por CO, supercritico se obtuvo a presion de
300 Bar y temperatura a 60°C (35, 67%); y el mayor contenido de bencil isotiocianato se
obtuvo a presion de 200 Bar, temperatura de 70°C por 30 minutos, obteniéndose 113,615
+0,03 mgde BIT/100 g de materia seca.

ABSTRACT

Tropaeolum majus L. is a native plant to South and Central America, used since ancient
times by our ancestors to combat different diseases. Glucotropaeolonin is one of'its main
components, which when hydrolyzed forms benzyl isothiocyanate (BIT) that promotes
cellular apoptosis (programmed cell death in cancer cells). Therefore, the present
research aims to evaluate the effect of the pressure and temperature of benzyl
isothiocyanate extraction by supercritical CO, from Tropaeolum majus L. The extraction
was carried out in a supercritical fluid extractor equipment Speed SFE BASIC Brand:
Poly science, the leaves of Tropaeolum majus L. were ground for one hour and
lyophilized until obtaining a humidity of 6%. The extraction with supercritical CO, was
carried out with pressures of 200 and 300 bar, temperatures of 50 °C, 60 °C and 70 C,
obtaining by the conjugation of these six treatments. Benzyl isothiocyanate was
identified by thin layer chromatography using 98% benzyl isothiocyanate as the
standard, and as the mobile phase hexane: dichloromethane (4: 2). Subsequently benzyl
isothiocyanate quantification was performed by high performance liquid
chromatography (HPLC). The highest yield of oleoresin by supercritical CO, extraction
was obtained pressure 300 bar and temperature at 60 °C (35. 67%); and the higher content
of’benzyl isothiocyanate at pressure 200 Bar and 70 °C for 30 minutes to obtain 113.615+
0.03 mg BIT/ 100 g dry matter was obtained.
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L.INTRODUCCION

El Tropaeolum majus L. es una planta originaria de
América del Sur y Central que a nivel mundial es
usada para combatir distintas enfermedades, debido a
que tiene un componente llamado glucotropaeolina,
que al ser hidrolizado produce el bencil isotiocianato
el cual es un potente antibidtico para combatir
infecciones respiratorias y urinarias, impidiendo la
proliferacion de las bacterias (Nanzi, 1999). A nivel
mundial la preocupacion a causa de enfermedades
cancérigenas va aumentando y con ello va creciendo
elinterés de la investigacion para obtener compuestos
presentes en vegetales, semillas, flores ornamentales,
que ayudan a contrarrestar la enfermedad y
prevenirla. El bencil isotiocianato fomenta la
apoptosis o muerte celular programada en células
cancerosas de la mama y ovarios, sin afectar a las
células sanas cosa contraria con la quimioterapia
(Colbert, 2010). Las células cultivadas de
Tropaeolum majus L. producen cantidades
significativas de glucosinolato de bencilo (Spiridon &
Barberaki, 2003). La glucotropaeolina o bencil
glucosinolato se acumula en plantas maduras de
Tropaeolum majus L. (Lykkesfeld & Lindberg,
1993), siendo este el principio activo principal del
Tropaeolum majus L. que es un aceite esencial
glucosido llamado glucotropaeolina que ingerido en
dosis terapéuticas se le atribuyen propiedades
bacteriostaticas y antimicoticos (Benedi & Simon,
2013).

Para esta investigacién se tomd como referencia la
investigacion realizada por Barroso P., Carvalo P.,
Rocha T., Pessoa F. Azevedo D., Mendes M. (2016)
quien realizé la extraccién de bencil isotiocianato
(BIT) a partir de semillas de Carica papaya L., del
cual se tom6 como referencia su metodologia, la
identificacion del bencil isotiocianato se realizd por
cromatografia de capa fina y la cuantificacion por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Para la extraccidon se us6 CO2 supercritico
considerado una tecnologia verde cada vez mas

usado, en la cual en el producto extraido no existen

residuos de solventes organicos y su pureza es alta.
Existe muy poca bibliografia referida a la extraccion
de isotiocianato de bencilo por CO2 supercriticos por
lo que se realizé previamente al trabajo un screening
de extracciéon a varias presiones y temperaturas
seleccionandose las que reportaron un mayor
rendimiento. Los objetivos planteados fueron:
Determinacion el efecto de la presion y temperatura
de extraccion por fluido supercritico en el
rendimiento de oleorresina y bencil isotiocianato de

hojas de Tropaeolum majus L.

II. MATERIALESYMETODOS

Materiales y equipos

Las hojas de mastuerzo (Tropaeolum majus L.) fueron
recolectadas del invernadero de la Estacidon
Experimental El Mantaro de la Universidad Nacional
del Centro del Pera. Se recolectd las hojas, trozd y
repos6 por una hora para ser liofilizadas a condiciones
de Presion de 1 Pa, Temperatura de congelacion de —
70°C, Temperatura final de 15°C; hasta obtener una
humedad final de 6%, en un liofilizador marca
BIOBASE, luego fueron trituradas hasta obtener un
modulo de finura medio. El didéxido de carbono
utilizado en la extraccidn supercritica fue de pureza
de 99,99% (PRAXXAIR S. ALima—Peru).

Método

Para la extraccion de bencil isotiocianato a partir de
hojas de Tropaeolum majus L., se usé el sistema de
extraccion por fluidos supercriticos Spe-ed SFE
BASIC. Marca: Poly science. Se us6 25 g de hojas
trituradas y los experimentos se realizaron bajo las
condiciones de 200 y 300 Bar para la presion; y 50, 60
y 70°C para la temperatura, con un tiempo de
extraccion de 30 minutos, se peso el extracto obtenido
para determinar el rendimiento de oleorresina. El

experimento se realizé por duplicado.
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Identificacion de BITC

Se realizo mediante CCF (cromatografia de capa
fina), se uso placas de silicagel de 7x6 cm, siendo
identificada cada una por la presion de 200 y 300 bar,
cada placa fue dividida en cuatro puntos equidistantes
en un punto se sembrd el patréon de bencil
isotiocianato al 98% estdndar y en los otros tres
puntos el BIT extraido por las temperaturas de 50, 60
y 70°C. Se us6 como fase movil diclorometano:
hexano (2:4) y se dejo desarrollar cada placa en una
camara de vidrio para cromatografia por 5 minutos
aproximadamente. Se visualizo en una camara de luz
UV a 254nm luego se esprayd con nitrato de plata
amoniacal hasta la aparicion de manchas marrén
oscuro, luego esprayd con écido nitrico a 0,5N.
Finalmente se determind el Rf.

Luego de revelar la presencia de BIT por las manchas
presentes en los cromatogramas, se realizd la

cuantificacién por HPLC.
Cuantificacion deisotiocianato de bencilo

Se utilizo un equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) Marca: KNAUER, Modelo:
SMARTLINE, compuesto por: Bomba analitica
cuaternaria, Detector UV-VIS de onda variable,
Automuestreador automatizado, Horno de columna.
Se utiliz6 el Software ChromGATE, se realizé con el
método de Rodriguez (2011) siendo validado este
método por las pruebas de aptitud mencionadas en
USP realizandose la inyeccion de 5 veces el mismo
estandar a una concentracion de 53.9 pg/mL,
obteniendo el %RSD de 1,21%. Se desarrollo la
lectura por HPLC con las siguientes condiciones
cromatografias:

Columna: Knauer Eurospher I1 L7 (C8) 50 mm x 4.6
mmXx 5um

Fase movil: Mezcla filtrada y desgasificada de
Acetonitrilo: Metanol (50:50)

Detector: UV, 246 nm.

Velocidad de flujo: 1 mL/minuto.
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Volumen de inyeccion: 20 pL.
Temperatura: 30°C
Tiempo de corrida: 5.00 min aproximadamente

III. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Identificacion de isotiocianato de bencilo

Por cromatografia de capa fina se detecto la presencia
de BIT en todas las muestras extraidas (Fig 1 y Fig 2),
la mancha del patrén de bencil isotiocianato esté a la
misma altura de los demas tratamientos aplicados, se
obtuvo como Rf valores entre 0,5 a 0,6. Csaky y
Martinez (2012) menciona que si un componente
eluye a un Rf inferior a 0,2 o superior a 0,7, puede
ocurrir que lo que parece un compuesto unico sea en
realidad una mezcla de varios, en estos casos se debe
cambiar otro disolvente mds o menos polar,
respectivamente, el Rf obtenido estd dentro de los
estandares mencionados anteriormente.

[-’-_ —

Figura 1. Placa cromatografia a las condiciones de
presion 200 Bar y temperatura 50, 60y 70°C.
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Figura 2. Placa cromatografia a las condiciones de
presion 300 Bar y temperatura 50, 60y 70°C.

Se utilizd6 como eluyente la solucion de hexano:
diclorometano en relacion 4:2, se realizd la
visualizacion en una camara de luz UV a 254 nm y
us6 como revelador el nitrato de plata amoniacal
hasta la aparicion de manchas marrén oscuro, luego
esprayd con acido nitrico al 0,5N, identificindose de
este modo el bencil isotiocianato, para luego realizar
la cuantificacion por HPLC.
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Figura 4. Cromatograma de los extractos de isotiocianato de
bencilo a presion de 300 bar , T1=50°C T2=60°C T3=70°C

B. Cuantificacionde BIT

Se cuantific6 por HPLC la cantidad de bencil
isotiocianato que presentd cada tratamiento, se
obtuvo la cantidad maés alta en el tratamiento a
condiciones de presion 200 bar y temperatura de 70°C
con 113,615 + 0,03 mg de BIT por 100 g de muestra
seca. Las cantidades de BIT se calcularon a partir de
las areas de los picos obtenidos al realizar HPLC.

Se muestra el perfil cromatografico del estandar del
bencil isotiocianato (Fig. 3) el cual nos muestra el
pico cromatografico bien definido y resuelto a un
tiempo de retencion de 1,367 min que corresponde al

bencil isotiocianato.
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Figura 3. Pico cromatografico del estandar de
bencil isotiocianato
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Figura 5. Cromatograma de los extractos de isotiocianato de
bencilo a presion de 200 bar, T1=50°C T2=60°C T3=70°C
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Se realizé los perfiles cromatograficos de los seis
tratamientos aplicados para la extraccion de bencil
isotiocianato del Tropaeolum majus L. por CO2
supercritico (Fig 4 y 5) donde los picos
cromatograficos estan bien definidos y resueltos en un
tiempo de 1,367 minutos, al ser comparados con el
estandar aparecen en un tiempo de retencidn
aproximado lo que indica la presencia del compuesto
(BIT) en las oleorresinas obtenidas por CO2

supercritico.

Se realizd la cuantificacion por las areas reportadas

cuya comparacion de medias se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Contenido de medio del bencil isotiocianato
en los diferentes tratamientos (Presion =200 y 300
Bar; Temperatura de 50°C, 60°Cy 70°C).

El rango de la cantidad de bencil isoticianato extraido
por CO, supercritico va desde 100,963 +0,02 mg de
BIT/100 g de materiaseca hasta 113,615+0,03 mgde
BIT/100 g de materia seca (Fig.6). Al comparar solo
la presion de 300 Bar se observa que la cantidad de
BIT aumenta conforme aumenta la temperatura que
va desde 101,684 a 109,905 mg de BIT por 100g de
materia seca, esto no sucede con la presion de 200 Bar
ya que a temperatura de 70°C presenta una mayor
cantidad de BIT, con respecto a las temperaturas de
50 y 60°C, al bajar la temperatura en 10°C el BIT
disminuye notablemente y al disminuir en 20°C el
BIT disminuye también, pero presenta mayor
cantidad que el de 60°C. La mayor cantidad de BIT se
obtuvo en el tratamiento T6 (P=200 y T=70) con
113,615mgde BIT por 100g de muestra seca, seguido
del T6 (P=300 y T=70), ambos presentan la misma

temperatura con la diferencia que al disminuir la
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presion se obtiene mayor cantidad de BIT.

Barroso et al. (2016) realizd la evaluacion de la
eficiencia y composicion del aceite extraido de
semillas de Carica papaya L con didxido de carbono
supercritico, llegando a la conclusion que el mejor
tratamiento se encontr6 a 40°Cy 150 bar seguidas por
80°C y 200 bar, al respecto Ahluwalia (2013)
menciona que la composicion del extracto se puede
controlar mediante la regulacion de la presion; con el
aumento de temperatura hay mejoras en la
transferencia de masa, ya que provoca el aumento de
la presion de vapor de los compuestos extraibles que
es mas significativo que la reduccion en la densidad
del disolvente, aumentando por consiguiente el
rendimiento de extraccidon global.

Se realizd analisis estadistico, con el analisis de
varianza ANOVA con un a=0,05 de la cantidad de
bencil isotiocianato obtenido en los seis tratamientos
realizados con CO, supercritico en hojas de
mastuerzo, para examinar la variabilidad, y
comprobar si las medias difieren significativamente,
se probo dos variables operacionales como la presion
en dos niveles (200 y 300 Bar) y la temperatura a tres
niveles (50, 60 y 70°C), se aplico seis tratamientos
con dos repeticiones. Se utilizé el disefio
completamente al azar (DCA) con arreglo factorial
2x3. Se realizo la prueba de comparaciones multiples
de TUKEY, donde se observo que los tratamientos T'1
(P=300bar " T=50°C) y T5 (P=200 bar * T=60°C) no
presentan diferencia estadisticamente significativa
para el rendimiento del bencil isotiocianato presente
en las hojas de Tropaeolum majus L. indicandonos
también que tienen el mas bajo rendimiento de los
tratamientos realizados por ello se le asigno el
subgrupo d, también se observa que los tratamientos
T1 y TS presentan diferencia significativa frente a los
tratamientos T3, T4 y T6. Los tratamientos T2 (P=300
bar y T=60°C) y T4 (P = 200 bar y T= 60°C) no
presentan diferencia significativa con respecto al
rendimiento de bencil isotiocianato; se le asigné el
grupo c; se observa también que el tratamiento T2 no
presenta diferencia significativa con los tratamiento
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T1y TS, pero si es estadisticamente significativo con
los tratamientos T3 y T6. Los tratamientos T4 (P=200
bar y T= 60°C) y T3 (P=300 bar y T=70°C) no
presentan diferencia estadisticamente significativa
para el rendimiento del bencil isotiocianato presente
en las hojas de Tropaeolum majus L. se le asignd la
letra b, ya que presenta un rendimiento intermedio
entre los demads tratamientos, se observa también que
el T4 no presenta diferencia significativa con el
tratamiento T2, pero si es estadisticamente

significativo con los tratamientos T1, T5 y T6.

Por ultimo en el subgrupo de los tratamientos T3
(P=300 bar y T=70°C) y T6 (P=200 bar y T=70°C)
son los tratamientos que presentan mayor cantidad de
bencil isotiocianto que son de 109,905 mg de
BIT/100 gde materiasecay 113,615 mgde BIT/100g
de materia seca respectivamente, estos tratamientos
no presentan diferencia estadisticamente significativa
con respecto al rendimiento del bencil isotiocianato,
se observa también que el T3 presenta diferencia
significativa con los tratamientos T1, T2 y TS5;
también se observa que el T6 presenta diferencia
estadisticamente significativa con los tratamientos
T1, T2, T4 y T5. Entonces podemos afirmar que
estadisticamente el mejor tratamiento aplicado para la
extraccion de bencil isotiocianto por CO, supercritico
es el T6 que se realizd a las condiciones de: presion
(200 bar) y temperatura (70°C); seguido por el T3 que
se realizd con las siguientes condiciones: presion
(300 bar) y temperatura (70°C).

IV.CONCLUSION

El mayor rendimiento de oleorresina de hojas de
mastuerzo (Tropaeolum majus L) extraido con CO2
supercritico fue de 35,67% a las condiciones de
Presion=300 Bar y Temperatura= 60 °C y la mayor
cantidad de bencil isotiocianato extraido con CO2
supercritico a partir de hojas de mastuerzo
(Tropaeolum majus L) fue de 113,615 £0,03 mg de
BIT/100 g de materia secxa a las condiciones de:

Presion=200 Bary Temperatura="70 °C
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