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RESUMEN

Lepidium meyenii (maca) es un recurso vegetal que ha alcanzado mucha relevancia en los
Gltimos afios debido a que muchas de las propiedades que la medicina tradicional le
atribuia, han sido comprobadas cientificamente. Es asi que algunas de las propiedades
verificadas o comprobadas son; el efecto sobre la espermatogénesis, efecto sobre el
aprendizaje, actividad citoprotectora en condiciones de estrés oxidativo, funcion anti-

proliferativa a nivel prostatico.

Estas propiedades son atribuidas a los metabolitos secundarios que contiene, siendo uno
de los principales compuestos conocidos las macamidas, que no son otra cosa que ésteres
del acido bencilico y sus derivados con acidos grasos saturados e insaturados.

Como es conocido, las condiciones climatoldgicas y edafoldgicas pueden no solo
influenciar en la cantidad de metabolitos secundarios presentes, sino que también pueden
afectar el color de las raices del vegetal. Esto da lugar a la existencia de diferentes ecotipos
de Lepidium meyenii, encontrdndose entre los mas comunes las variedades, amarilla, roja

y negra
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En el presente trabajo se ha procedido a obtener extractos pentanicos por re-extraccion
continua liquido-liquido de extractos metandlicos de las 3 variedades mencionadas. En
estos extractos ha sido posible la identificacion y cuantificacion de las siguientes
macamidas; N-(3-metoxibenzyl) tetradecanamide (1), N-benzylhexadecanamide (2), N-
(3-metoxibenzyl)  hexadecanamide  (3), N-benzyloctadecanamide  (5), N-
benzyltetracosanamide (11). Esto fue posible gracias a que el laboratorio de farmacologia

del MCPHs University dond los estandares correspondientes.

Esta cuantificacion requirié un proceso de adecuacion y estandarizacion de la técnica
analitica cromatografica con el fin de contar con resultados confiables, varios parametros
analiticos mostraron gue el sistema cumple con los requisitos para un método validado.
La respuesta del detector fue lineal en el rango de concentracion de 0.25 a 50 pg/mL; con
coeficientes de correlacién mayores a 0.95, se obtuvo una precision aceptable, con valores
maximos de 4.097% para las concentraciones mas bajas utilizada para el estandar (11) y
(1); mientras que el resto esta por debajo de 2%, los limites de deteccion y cuantificacion
variaron entre 0.10 y 0.64 pg/mL entre las macamidas analizadas y la exactitud fue
evaluada al contaminar las muestras con una cantidad conocida de estandar, obteniendo

un porcentaje de recuperacion entre 80.91% - 101.26%.

La evaluacion de los extractos, mostro la ausencia de la macamida (11) en las tres
variedades analizadas. Adicionalmente, el contenido del resto de las macamidas
analizadas fue menor en la maca negra y roja frente al de la maca amarilla. Cabe
mencionar que la macamida mas abundante fue la N-benzylhexadecanamide (2) en los
tres ecotipos siendo en el extracto de maca amarilla donde se encontr6 la concentracion
mas alta de N-benzylhexadecanamide (2), 58.14 £1.8 mg/g de extracto, mientras que en
las otras dos variedades la concentracion de la misma no superé los 20 mg/g de extracto.
Adicionalmente mencionar que de las macamidas restantes se encontraron

concentraciones inferiores a 3 mg/g de extracto

Palabras clave: Lepidium meyenii, macamidas, ecotipos
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ABSTRACT

Lepidium meyenii (maca) is a plant resource that has been very useful in recent
years because many of the properties of traditional medicine have been
scientifically proven. Thus, some of the verified are; the effect on spermatogenesis,
the effect on learning, the cytoprotective activity under conditions of oxidative

stress, the anti-proliferative function at the prostate level.

These properties are attributed to the secondary metabolites they contain, being
one of the main compounds known as the macamides, which are nothing but the

esters of benzyl acid and its derivatives with saturated and unsaturated fatty acids.

As it is known, the climatic and pedological conditions can not be only influenced
in the amount of secondary metabolites present, but they can also affect the color
of the vegetable roots. This is the place of the existence of different ecotypes of
Lepidium meyenii, being among the most common varieties, yellow, red and black.

In the present work, we have proceeded to obtain n-pentane extracts for the liquid

liquid continuous extraction of extracts of the 3 varieties. In these extracts it has
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been possible the identification and quantification of the following macamides; N-
(3-methoxybenzyl) tetradecanamide (1), N-benzylhexadecanamide (2), N- (3-
methoxybenzyl) hexadecanamide (3), N-benzyloctadecanamide (5), N-
benzyltetracosanamide (11). This was possible thanks to the fact that the
pharmacology laboratory of the MCPH University donated the corresponding

standards.

This quantification requires a process of adequacy and standardization of the
analytical chromatographic technique in order to have reliable results, several
analytical parameters that meet the requirements for a validated method. The
response of the detector was linear in the concentration range of 0.25 to 50 ug /
mL; with correlation coefficients greater than 0.95, an acceptable precision was
obtained, with maximum values of 4.097% for the lowest in the standard (11) and
(1); while the rest is below 2%, the limits of detection and quantification vary
between 0.10 and 0.64 ug/mL The macamides analysed and the accuracy was
evaluated by contaminating the samples with a known amount of standard,

obtaining a recovery percentage between 80.91% - 101.26%.

The evaluation of the extracts, the absence of the macamide (11) in the three
varieties analyzed. In addition, the content of the rest of the macamides analyzed
was lower in the black and red maca compared to the yellow maca. The most
detailed information was N-benzylhexadecanamide (2) in the three ecotypes found
in the yellow maca extract where the highest concentration of N-
benzylhexadecanamide (2) is found, 58.14 + 1.8 mg / g of extract, while in the
other two varieties the concentration of the same did not exceed 20 mg / g.
Additionally mention that concentrations of less than 3 mg / g of extract were found

in the remaining macamides.

Key words: Lepidium meyenii, macamides, ecotypes

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales en el mundo y en especial en nuestro Pais, que se caracteriza
por una gran biodiversidad, se esta incrementando dia a dia. Lepidium meyenii (Maca)
esta considerada como la planta peruana con un alto potencial de bioprospeccion. En la
Gltima década, la exportacion de Maca aumento en casi 5 veces a causa de la demanda de
alimentos, en particular con beneficios para la salud, por lo que se considera que el estudio

de plantas con estos potenciales es de interés.

Esta planta crece entre los 3000 a 4000 metros de altitud en diferentes partes de la sierra
peruana, lo que influye en la cantidad de principios activos presentes en su hipocotilo,
esto debido a factores edafoldgicos, atmosféricos y climaticos. De aqui nace la idea de
determinar las macamidas, principios activos del Lepidium meyenii (Maca), en diferentes

variedades de esta planta.

La cuantificacion de las macamidas presentes en las diferentes variedades de Lepidium
meyenii (Maca), nos permitira en primer, lugar estandarizar el contenido de principios
activos de los preparados a base de este hipocotilo, factor relevante para el uso
medicamentoso de dicha planta medicinal. Por otro lado, nos permitira recomendar la
variedad con mayor contenido de principios activos no solo en su uso sino también para
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su cultivo e industrializacion. Finalmente, el contar con una técnica estandarizada para la
identificacion y cuantificacion de macamidas nos permitira controlar e identificar

adulteracion y falsificaciones en productos comerciales a base de este hipocétilo

El presente trabajo de investigacion es comparativo, dentro del area de la bioquimica de
las plantas con efectos farmacoldgicos. Tendra como variables independientes las
diferentes variedades de Lepidium meyenii (Maca) a analizar, asi como su procedencia; y
como variables dependientes la concentracion de las diferentes Macamidas presentes en

el extracto pentéanico.
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OBJETIVOS

1) Revisar las rutas biosintéticas que conducen a las macamidas en el Lepidium
meyenii (Maca).

2) Obtener extractos pentanicos de las diferentes variedades de Lepidium meyenii
(Maca).

3) Estandarizar el método analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Performance para la determinacion de macamidas.

4) Identificar y cuantificar macamidas en tres variedades de Lepidium meyenii
(Maca).
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HIPOTESIS

Dado que la composicion en metabolitos secundarios de una planta medicinal depende de
su fenotipo es probable que las diferentes variedades de Lepidium meyenii (Maca)
presenten diferente composicion en macamidas
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CAPITULO |

Marco Tedrico

Lepidium meyenii (Maca)

Aunque la parte mas importante de la Maca es su raiz tuberosa que fue domesticada
en la época Pre-inca, por sus maltiples usos nutricionales y terapéuticos, se le ha
descrito como una planta herbacea que pertenece al género Lepidium y a la familia
Brassicaceae, a la cual también pertenece la mostaza. Se considera que la mostaza, el
nabo, la col, el berro de agua entre otras, son las plantas mas relevantes, relacionadas
con Lepidium meyenii. La maca pertenece a uno de los géneros mas grandes de la
familia Brassicaceae, las especies de América del Norte y Europa han sido
ampliamente estudiadas, sin embargo, el Lepidium meyenii de la regién andina a fines
del siglo pasado ha ganado interés debido a los grandes beneficios para la salud, siendo
utilizada no solo como suplemento alimenticio, sino también por sus presuntas

propiedades medicinales.?
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Si se observan los datos recopilados por Olga Lock de Ugaz en 1993 (Tabla 1), ya se

tenia cierta informacion sobre la calidad alimenticia de la Maca; sin embargo, esto no

explicaba las propiedades terapéuticas atribuidas. En tal sentido se propuso, que estas

radicarian en componentes quimicos presentes en pequefias concentraciones que adn

no habian sido identificados, como es el caso de los metabolitos secundarios.®

Tabla 1. Composicion quimica contenida en 100 g de la parte comestible.®

maca
Agua, g L2l
Calorias 104.0
Proteinas, g 3.9
Extracto etéreo, g 0.5
Carbohidratos, g 21.9
Calcio, mg 72.0
Fésforo, mg 53.0
Hierro, mg 4.3
Caroteno, mg 0.0
Tiamina, mg 0.5
Rivoflavina. mg 0.11
Niacina, mg 0.08
Acido ascorbico, mg 0.8

zanahoria
89.0
41.0
0.6
0.5
9.2
33.0
16.0
0.5
11.00
0.04
0.04
0.18
17.4

rdbano
95.1
14.0
0.8
0.1
2.9
36.0
29.0
1.0
0.0
0.01
0.02
0.19
18.6

col
92.4
24.0
)
0.3
4.9
70.0
69.0
0.4
0.1
0.3
0.03
0.33
48.5

nabo
94.7
16.0
0.6
0.2
3.6
34.0
34.0
0.1
0.0
0.01
0.04
0.23
21.1

La Maca se cultiva en zonas comprendidas entre 3000 - 4500 msnm; su principal

habitat es la region puna en suelos de pendiente moderada. Esta planta crece en un

habitat de intenso frio, luz solar extremadamente intensa y fuertes vientos, por lo que

se considera que es resistente a la agresividad climatolégica de continuas heladas,

granizadas, nevadas, sequias hasta plagas.?®

Cuando se cultiva a bajas altitudes, ya no contiene cantidades significativas de

macamidas. El area de cultivo tradicional esta situada en una meseta a 4200 msnm.
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alrededor del lago Chinchaycocha (Junin) en Per(i.* Aliaga y colaboradores en el 2011,
especificaron que el cultivo de Maca est4 localizado en la Meseta del Bombén,
especificamente en los distritos de Junin, Carhuamayo, Ondores y San Pedro de Cajas
en la region Junin y en los distritos de Ninacaca, Vicco y Huayllay en la region Pasco,
con un &rea potencial para el cultivo de 239,078 hectéreas, ademés alberga 510
comunidades campesinas con mas de 48 mil habitantes.® En 1998, la demanda de Maca
aumento considerablemente, resultando en nuevas areas cultivadas en otras regiones
de gran altura como Cusco y el area del Lago Titicaca. Por esta razon, la Maca puede
encontrarse repetidamente plantada en los mismos suelos, a veces en rotaciéon con
diferentes cultivos y ocasionalmente con fertilizacion. Alternativamente, en respuesta
a la nueva demanda, puede aparecer en suelos en los que no se habia cultivado
previamente. Estas diferencias en las caracteristicas del suelo pueden dar lugar a
diferencias en la calidad de la Maca, ya que su cultivo es generalmente percibido como

una gran explotacion de los recursos del suelo.*

Aliaga en 1999, recopil6 informacién sobre las actividades de preparacién para la
temporada de siembra, la cual se realiza en los meses de octubre a noviembre por la
proximidad de las precipitaciones pluviales; concluyendo cuando la mayor parte de las
hojas de las plantas se tornan amarillentas producto de la madurez vegetativa y del
guemado por parte del hielo; coincidiendo la cosecha con la época de las heladas de

mayo a agosto.®”’

La poblacion nativa peruana de los Andes centrales usa los hipocétilos después de
haber sido secados naturalmente y en cantidades > 20 g/d. No hay informes de
reacciones adversas después de consumir Lepidium meyenii en los alimentos. Sin
embargo, los nativos de las tierras altas del Perd recomiendan que la Maca se hierva
antes de su consumo porque la Maca fresca puede tener efectos adversos sobre la
salud.?

Obregdn (1999), reporta que entre los estudiosos del género Lepidium, el Dr. Walpers
realizd la primera descripcion de la especie Lepidium meyenii Walp, en 1843
aproximadamente, la cual fue hecha en base a un espécimen colectado por el Sr.
Meyenii cerca de la zona de Pisacoma en Puno — Per(.8
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CLASIFICACION TAXONOMICA

Su ubicacion en el reino vegetal es la siguiente:*®

Division ... Faner6gama

Sub division ... Angiosperma

Clase ..l Dicotiledonea
Sub-Clase  .......ccceeenins Arquidamidea

Orden ...l Rhoedales

Familia o .. .. Cruciferas

Genefgi Y1 abiindieetd i B Lepidium

Egficc/cly- TN . B o Lepidium meyenii Walp

Indudablemente, el nombre mas comun es Maca, sin embargo, se le ha asignado

los siguientes nombres; “GINSEG PERUANO” "MA.-CA" "MACCA" "MAHA"®

VARIEDADES:

El concepto de "ecotipo” fue sugerido por Turesson (1922) quien lo definié como
una "respuesta genotipica de una especie a un hébitat particular"® Odum y Barrett
refieren que un ecotipo es: “una subpoblacion genéticamente diferenciada que esta
restringida a un habitat especifico, a un ambiente particular o a un ecosistema
definido, con limites de tolerancia particulares, a los factores ambientales locales™.
Por lo que se podria decir entonces que el proceso de adaptacion a un habitat

particular implica cambios genéticos.®

Diferentes ecotipos de Maca se han descrito de acuerdo con el color de sus
hipocétilos. Gonzales G. menciona que existen 13 ecotipos conocidos de Maca en
la region de Junin en Per(i.? Obregdn en 1999 las clasificé de la siguiente manera:
Amarillo , Rojo-amarillo , Amarillo-plomo-claro , Rojo-blanco , Blanco , Morado-
plomo , Morado-blanco , Blanco-morado , Negro , Blanco-rojo , Amarillo-rojo ,
Plomo , Plomo-claro.®
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Los més representativos son los ecotipos amarillo, rojo, morado, blanco y negro,
tal como se muestra en la Figura 1. Tanto en Per( como en China, en la region de

Yunnan, el ecotipo amarillo es el cultivar mas frecuente y abundante.!

Ilustracion 1. Ecotipos de Maca mas representativos.?

La variedad de factores ambientales (el entorno de siembra de Maca, incluida la
altitud, clima y fertilidad del suelo y el mismo proceso de secado) no solo puede
causar cambios en el color de la raiz de Maca sino que va a causar variaciones en
la composicion de la Maca®! por lo que presentaran diferentes efectos como los
gue se mencionan a continuacién: Yllesca (1994) muestra diferencias nutricionales
entre ecotipos amarillo, rojo y negro,*® Gonzales y colaboradores encontraron que
la Maca negra presentaba mayor efecto sobre la espermatogénesis en comparacion
con la Maca amarilla y roja.*!* Rubio y colaboradores hallaron que la Maca negra
mostraba mejor efecto sobre el aprendizaje latente en ratones ovariectomizados
que la Maca amarilla y roja.** Gonzales y colaboradores encontraron que la Maca
roja redujo significativamente el tamafio de la prostata ventral en ratas, mas la
Maca amarilla y negra no tuvieron el mismo efecto.*>1 Sin embargo, la produccion
diaria de esperma y el recuento de espermatozoides epididimarios mejoraron
significativamente en ratas macho adultas tratadas con Maca negra y amarilla pero

no con Maca roja.®

Gonzales-Castafieda y colaboradores en el articulo Photoprotection against the
UVB-induced oxidative stress and epidermal damage in mice using leaves of three

different varieties of Lepidium meyenii (Maca) encontraron que el extracto
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hidroalcohdlico de las hojas de Maca roja mostré la mayor actividad antioxidante,
mientras que los ratones tratados con el extracto de Maca negra mostraron los
niveles mas altos de Superoxido dismutasa (SOD).Y’ Nole y colaboradores (2004)
argumentaron que para sobrevivir en ese ambiente hostil, la Maca ha desarrollado
adaptaciones que incluyen proteccion contra la radiacion UV, y se ha demostrado
que los extractos acuosos de hipocotilos de Maca amarilla previenen la hiperplasia

epidérmica inducida por UV en la piel de las ratas.’

Por otro lado, Carla Gonzales y colaboradores en la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (2010) encontraron que la Maca negra y la Maca roja tienen efectos

protectores sobre la arquitectura 6sea en ratas ovariectomizadas.'®

PRINCIPALES ASPECTOS BOTANICOS

La Maca se cultiva predominantemente por sus hipocétilos y semillas. Los
hipocétilos, que son la parte comestible de la planta, se pueden encontrar en una
variedad de diversos colores que se extienden de color de blanco al negro, como
ya se ha mencionado. Los hipocotilos de diferentes colores parecen estar
correlacionados con las diferencias en las concentraciones de los metabolitos

secundarios y, por lo tanto, en su eficacia bioldgica.**

Es una planta herbacea anual, con raiz de consistencia dura y napiforme (parte
comestible) de 4 - 10 cm de longitud por 3 - 5 cm de didmetro en su parte ancha,*
constituye el 6rgano de almacenamiento con un alto contenido de agua. Después
del secado natural, los hipocétilos se reducen drasticamente en tamafio a

aproximadamente 2-8 cm de diametro.?

Esta planta se caracteriza por la formacion de una roseta de tallos cortos y
decumbentes con numerosas hojas y que crece casi pegada al suelo. Sus hojas
compuestas con vainas manchadas e inflorescencia. Las hojas de la Maca son
generalmente dejadas en el campo después de la cosecha de los hipocétilos. Sin

embargo, de las hojas secas se alimenta a veces al ganado y a los cobayos. Si se
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puede demostrar que las hojas tienen efectos bioldgicos beneficiosos similares a
los observados para los hipocoétilos, las hojas de Maca pueden resultar ser una

alimentacion complementaria valiosa para el ganado.*

COMPOSICION QUIMICA DE LA MACA

El estudio de la composicion de la Maca tiene evidencias desde 1961, donde Chacén
realizd un estudio fitoquimico preliminar reportando la presencia de acidos grasos,
taninos, glucosinolatos y alcaloides.®® En 1999, Aliaga, compara el valor nutricional

del hipocotilo seco de la Maca con cereales y granos como el maiz, arroz y trigo.>’

Los compuestos de interés en Maca, principalmente macaenos y macamidas, son
especificos de esta planta, pero la Maca también contiene otros compuestos bioactivos
tales como fitosteroles como campesterol y B-sitosterol, asi como una gama de
glucosinolatos. Estos metabolitos secundarios solos o en ciertas combinaciones

pueden explicar las atribuciones de efectos bioldgicos al consumo de Maca.*

Las partes comestibles de la planta han sido utilizadas desde hace 2000 afios como
alimento basico de los pueblos y en los Gltimos afios se ha difundido las propiedades
que le dan realce a su valor nutricional. La composicion de la raiz de Maca (Lepidium
meyenii Walp) en polvo deshidratado se puede observar en la Tabla 2 donde los
carbohidratos estdn compuestos 23,4% de sacarosa, 1,55% de glucosa, 4,56% de
oligosacaridos y 30,4% de polisacaridos.?°

En 1994 Dini y colaboradores, exponen informacion sobre la raiz de Maca donde
pudieron encontrar entre 18 a 19 aminodcidos, de los cuales 7 de ellos son esenciales
y su contenido es mas alto que en las papas y zanahorias, resaltando ademas un
contenido de Leucina, Valina y Lisina mayor a los 50 mg/g de proteina. EI contenido
de &cidos grasos insaturados, como linoleico y oleico es de 52.7% a 60.3% de acidos
grasos totales.?? Asi mismo, Garcia y colaboradores en el 2009, analizaron la presencia
de minerales, encontrando por 100 g de materia seca de Maca: calcio 247 mg, fésforo

183 mg y hierro 14.7 mg.?®
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Tabla 2. Analisis bromatoldgico de la raiz seca de Maca %

Componentes Contenido (%)
Proteinas 8.87-11.60
Lipidos 1.09 -2.20
Carbohidratos 54.60 — 60.00
Fibra 8.23-9.08
Cenizas 4.90 -5.00

COMPUESTOS ACTIVOS PRESENTES EN LA MACA
RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

Algunos investigadores atribuyen que las raices de Maca contienen varios
metabolitos secundarios de interés, incluyendo los macaenos y macamidas,

glucosinolatos, alcaloides, ésteres de &cidos grasos y fitoesteroles, 2242526

Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos quimicos que no
intervienen en los procesos metabolicos imprescindibles para la vida celular y de
la planta en general, sin embargo, les otorga ciertas ventajas, ya que intervienen
en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente. La acumulacion de
estos compuestos no estructurales se relaciona con las condiciones ambientales
que tiene que soportar el vegetal por citar algunos ejemplos la falta de nutrientes,
déficit de agua, la presencia de depredadores, suelen ocasionar el aumento de
sintesis de sustancias de defensas basadas en carbono.?” Por otro lado no podemos
dejar de resaltar la distribucion restringida de estos compuestos, es decir se
sintetizan en pequefias cantidades y no se encuentran en todo los grupos de
plantas, sino que pueden estar limitados a un determinado género de plantas, a una
familia o incluso a algunas especies.?” Bryant y col. en 1995, confirmaron el
balance carbono/nutrientes en especies que se desarrollaban en medios con baja
disponibilidad de nutrientes, en las que se produjo un aumento en la concentracion

de taninos condensados, lignina, fenoles totales.?®

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Las principales rutas de biosintéticas de los metabolitos secundarios se originan
del metabolismo primario del carbono. La gran cantidad de compuestos conocidos
como metabolitos secundarios, se clasifican en diversos tipos, sin embargo, se
conocen 2 grupos de compuestos secundarios ampliamente distribuidos en las
plantas son los fenoles y los terpenos. Solo una tercera parte de especies conocidas
contienen metabolitos basados en el nitrdgeno, como alcaloides vy

glucosinolatos.?

Se agrupan en cuatro clases principales. Terpenos. Entre los que se encuentran
hormonas, pigmentos o aceites esenciales. Compuestos fendlicos. Cumarinas,
flavonoides, lignina y taninos. Glicésidos. Saponinas, glicosidos cardiacos,

glicosidos cianogénicos y glucosinolatos. Alcaloides.?®

(i) MACAENOS Y MACAMIDAS

Los macaenos y macamidas pertenecen al grupo de metabolitos secundarios
presentes en la raiz de Maca. Estos son &cidos grasos poliinsaturados
novedosos ya que se les considera como marcadores quimicos porque no han
sido encontrados en otra especie de Lepidium e importantes para suplementos
dietéticos.3031323334 Se ha planteado que estos dos grupos de metabolitos
secundarios, macaenos y macamidas, son los compuestos biol6gicamente

activos de la Maca que participan en la mejora del rendimiento sexual.®®

Se han identificado en los tubérculos de Lepidium meyenii, las alcamidas
benciladas (Macamidas), N-bencil-5-ox0-6E, 8E-octadecadienamida y N-
benzylhexadecanamida, asi como el Macaeno (5-oxo-6E, 8E-acido octadeca-

dienoico)

Estudios realizados por Ganzera y colaboradores (2002) informan que la
composicion porcentual de macaenos en una muestra de Maca seca varia entre
0,09% hasta 0,45%, y de macamidas de 0,06% a 0,52%.%
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Asi mismo, Esparza et al (2015) realiz6 un analisis comparativo sobre el
contenido de macamidas y sus precursores, mediante el método tradicional de
secado al aire libre (4200m de altitud) durante nueve semanas, frente al secado
en condiciones de laboratorio (liofilizador), concluyendo que los ciclos de
congelacion y descongelacion en campo abierto durante el secado involucran
dafio tisular dando como resultado la maceracion de tejidos y la liberacion de
acidos grasos libres del almacenamiento lo altera los perfiles quimicos y genera
metabolitos bioactivos ausentes del material recién cosechado, encontrando
11.9 + 1.9 pg/g de las macamidas (2,8 y 9 segln la Tabla 3) en la maca fresca
liofilizada, mientras que en la maca secada de manera artesanal los valores
fueron de 629.4 + 97.4 ng/g de maca seca.'?

En la Tabla 3 y Figura 2, se muestran las principales macamidas presentes en

el material vegetal, asi como algunas sintetizadas a nivel laboratorio.

Tabla 3. Macamidas y macaeno del Lepidium meyenii

N-(3-methoxybenzyl)-tetradecanamide

N-benzylhexadecanamide

N-(3-methoxybenzyl)-hexadecanamide

N-(3,4-dimethoxybenzyl)-hexadecanamide

N-benzyloctadecanamide

N-benzyl-9Z-octadecenamide

N-benzyl-(9Z,12Z)-octadecadienamide
N-benzyl-(92,12Z,15Z)-octadecatrienamide
N-(3-methoxybenzyl)-(92,12Z,15Z)-octadecatrienamide
N-benzyl-(9)-oxo-(10E,12Z)-octadecadienamide

N-benzyltetracosanamide

O©| 00| N o O &l W N|

=
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N

(9)-oxo-(10E)-octadecanoic acid

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

lustracion 2. Estructuras de macamidas y macaeno del Lepidium meyenii
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(ii) GLUCOSINOLATOS

Los glucosinolatos o heterosidos sulfocianogenéticos son los metabolitos
secundarios mas importantes en la Maca® (Figura 3) y son considerados en
gran parte responsables del sabor picante de Maca, habiéndose aislado nueve
tipos de éstos metabolitos de los cuales la glucotropaeolina es el mas abundante
y la mayoria son de tipo aromatico.>?%3’ Los cientificos han centrado su interés
en los glucosinolatos y sus productos derivados, debido a sus actividades
bioldgicas, en particular propiedades anticancerigenas y capacidad para

combatir patogenos.®

OH OH
0O 0O
OH OH

S OH S OH

N H N H
~o o ~o

i i

Oé o Oé o
Bencilglucosinolato (glucotroapolina) p-metoxibencilglucosinolato

[lustracion 3. Gucosinolatos del Lepidium meyenii

Estudios realizados por Li y colaboradores (2001) informan que la
composicion porcentual de glucosinolatos en Maca fresca es alrededor de 1%,
gue a comparacion de cultivos de cruciferas (col, coliflor y brdcoli) es,
aproximadamente, 100 veces mayor; pero este contenido varia
decrecientemente en hipocdtilos de frescos a secos.®’

Se ha comprobado que el contenido de glucosinolatos se encuentra en menor
contenido en las raices de Maca seca y productos procesados, en comparacion
al tejido y semilla fresca; debido que los glucosinolatos se pueden hidrolizar en
presencia de la enzima Mirosinasa cuando las células se dafian.?>%" Otros

estudios realizados vincularon la pérdida del contenido de glucosinolatos por
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la Mirosinasa con la pérdida y la disponibilidad de agua, la estructura de la
enzima y los factores que condicionaron su actividad. Las Mirosinasas estan
altamente glicosiladas con carbohidratos que representa hasta un 20% de su

masa molecular.3®

Yabar y colaboradores (2011) realizaron un estudio sobre el contenido de
glucosinalatos analizandose mediante cromatografia liquida de alta resolucién
la actividad de la Mirosinasa evaluandose en ecotipos amarillo, rojo y negro de
la Maca durante su pre-cosecha, cosecha y durante el secado después de la
cosecha. Para ello identificaron en la cosecha seis glucosinalatos;
posteriormente evaluo la concentracion para los tres ecotipos aumentando de
forma gradual y significativamente durante los 90 dias antes de la cosecha y
durante los 15-30 dias de secado después de la cosecha; esto fue seguido por
una importante disminucion de la concentracion de glucosinalatos durante el
periodo de 30-45 dias del secado post-cosecha debido a la fluctuaciones de la
temperatura atribuyéndose una ruptura celular que se correlacioné con una

accion de Mirosinasa.*°

(iiiy ALCALOIDES

Los alcaloides forman parte principalmente en la naturaleza del reino vegetal
en hojas, semillas, raices y frutos; pero también se ha encontrado este
compuesto en ciertos animales. Dentro de este grupo se han encontrado
alrededor de 60 tipos diferentes de alcaloides de acuerdo con sus estructuras
basicas. Estudios realizados han aislado tres tipos de alcaloides (Figura 4)
provenientes de las raices de Maca, de los cuales: dos alcaloides imidazélicos
(A'y B) lepidiline*! y un derivado bencilado de 1,2-dihidro-N-hidroxipiridina,
Ilamado macaridina, que es un derivado bencilado de 1,2-dihidro-N-
hidroxipiridina, mediante la metodologia de analisis de espectroscopia de
NMR y los compuestos aislados se visualizaron bajo UV.3*
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Los alcaloides no son hormonas ni proteinas, éstos son sustancias nitrogenadas
complejas, principios activos de vegetales, gozan de propiedades basicas. Los
alcaloides de la Maca se combinan con los acidos dando lugar a la formacion
de sales de alcaloides, éstos son cristalizables y solubles en el agua. Los
alcaloides ejercen accion fisiologica sobre el organismo humano y animal,

actan en muy pequefias cantidades, provocando efectos notables.

lustracion 4. Alcaloides del Lepidium meyenii

Gracias al estudio de la accion estimulante del extracto alcaloideo de la Maca
sobre el cerebro y el aparato reproductor femenino y masculino, se puede
deducir de acuerdo a éstos analisis que ha habido una accion en la glandula
pituitaria, encargada del aumento de peso y aceleracion del impulso de la
maduracion sexual. Los hallazgos histoldgicos en ratas demuestran una clara y
marcada estimulacion de la maduracion de los foliculos en las hembras y en los
machos se aprecia un aumento en la cantidad de espermatozoides, en los tubos
seminiferos y aumentos de mitosis y espermatogonia. Su efecto sobre animales
de laboratorio se ha mostrado positivo como alimentos y como farmaco con
efecto benigno sobre la sangre y sistema reproductivo, confirmando asi
cientificamente la creencia de la poblacién andina de su bondad medical en
toda la etapa de desarrollo humano y animal.'® Algunos autores han propuesto
que los alcaloides presentes en la Maca pueden contribuir a la actividad
anticancerigena.*! Hasta el momento no se ha llevado a cabo un estudio que
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permite establecer la accion farmacoldgica de los alcaloides presentes en la
Maca, los cuales por una naturaleza variada, pueden tener acciones diversas.

(iv) ESTEROLES

Zheng y colaboradores (2000) y Dini y colaboradores (1994) aislaron
fitosteroles de Maca, que son compuesto bioactivos presente en gran parte de
los alimentos vegetales por lo que se han informado més de 200 tipos
diferentes, entre ellos B-sitosterol, campesterol y estigmasterol (Figura 5) como
lo més abundantes.?>® Se han planteado beneficios de los esteroles en Maca
no s6lo como reductores de colesterol en plasma, sino para: prevenir problemas
menopausicos, mejorar las posibilidades de fertilidad, propiedades

antinflamatorias y antioxidantes.*?

b-sitosterol campesterol stigmasterol

llustracion 5. Esteroles del Lepidium meyenii

PROPIEDADES Y USOS

Como ya se ha mencionado anteriormente, las propiedades que se le atribuye a la
Maca, va a depender de la variedad y cantidad de principios activos presentes, los

cuales estan ligados al ecotipo del material vegetal.

Algunos autores apuntaron propiedades farmacoldgicas de la Maca en el sistema
reproductivo con aumento de la fertilidad 234°, en el rendimiento sexual y funcién
eréctil 8, en la disminucion de la ansiedad y depresion en las mujeres después de la

menopausia’, ademas de la capacidad estrogénica,® y presentd también, una funcion
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anti-proliferativa en el cancer de préstata *41>°4, La administracion de la Maca también
redujo los efectos producidos por el estrés, con el aumento de los niveles de
corticosterona, y otros parametros relacionados como el tamafio de las glandulas
suprarenales y Ulceras inducidas por estrés, hasta la disminucion de los acidos grasos
libres y niveles de glucosa plasmatica®. La lipofilicidad de muchos compuestos de la
Maca sugiere actividad sobre el sistema nervioso, con eso, los efectos sobre el
aprendizaje y memoria fueron estudiados en ratas ovariectomizadas®® y en ratas con

problemas de memoria inducida por escopolamina®’.

La Maca es rica en metabolitos vegetales secundarios, esto podria explicar los efectos
biolégicos que se le atribuyen?®. Los Macaenos y las Macamidas especificos de esta
planta, son los principales compuestos activos®>2’. La Maca puede ser citoprotectora
en condiciones de estrés oxidativo al eliminar radicales libres 2°%°, Las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) (en las formas de superoxido, radical
hidroxil, peroxil, H2O2 y peroxinitrito) estan implicadas en la etiologia de las
enfermedades degenerativas en funcién de la excesiva produccién y liberaciéon de
neurotransmisores excitatorios, la Maca podria prevenir la formacion de los
ROS/RNS.%

Sandoval y colaboradores en el estudio de la actividad in vitro de los extractos acuosos
de maca frente al DPPH demostraron que tiene la capacidad de eliminar los radicales

libres y proteger las células contra el estrés oxidativo.?°

Estudios realizados por Alejandro Pino profesor del Massachusetts College of
Pharmacy and Health Sciences (MCPHS), en Boston — EUA. demostraron la actividad
neuroprotectora de los extractos de Maca in-vitro, en neuronas sometidas a estrés
oxidativo con H2O; e in vivo, en ratas sometidas a accidente vascular cerebral
isquémico. Se demostrd que las Macamidas, los principales compuestos activos de la
Maca, actian a través del sistema cannabinoide, inhibiendo el Acido Graso Amida
Hidrolasa (FAAH) , lo que sugiere que pueden actuar en el Sistema Nervioso Central

contra el dafio oxidativo en la proteccion de las neuronas 21?223 esto orienta a nuevas
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investigaciones sobre los agentes de la Maca en la prevencién y en el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer.

McCollom y colaboradores (2005), analizaron las principales Macamidas en muestras
de Lepidium meyenii por HPLC; en dicha investigacion se consignaron cuatro
muestras que fueron obtenidas de diferentes vendedores en Pisac-Perd, dichos
hipocétilos fueron identificados, secados y pulverizados; para proceder a la extraccion
de los analitos con éter de petrdleo en un shaker por 24 horas a 1500rpm, seguidamente
los extractos fueron filtrados y evaporados a sequedad para el analisis

cromatogréafico.®!

En el 2014, Chain y colaboradores de la Universidad de Tucuman-Argentina,
analizaron el extracto no polar de los hipocétilos de Lepidium meyenii. Para ello se
prepard un extracto a partir de 180g de hipocdtilos silvestres secados a temperatura
ambiente por el Método de Soxhlet con n-hexano, se evaporo el solvente y el extracto
crudo fue sometido a una hidrolisis alcalina y el residuo se acetil6 con anhidrido
acético en piridina seca durante 24 horas. La cromatografia en columna (CC) del
extracto acetilado produjo una fraccion que contiene una mezcla de Macamidas las
cuales se analizaron por LC-MS mostrando la presencia de 12 amidas.%

En el 2016, Eliana Esparza y colaboradores, publicaron los efectos del proceso de
secado en los niveles de las Macamidas bioactivas y de sus posibles precursores
metabdlicos durante el secado tradicional e industrial post cosecha. El secado del tejido
vegetal, es un complejo proceso bioquimico en el cual el grado de dafio a los tejidos y
las reacciones subsiguientes durante la desecacion determina la composicion y
viabilidad del producto. En este trabajo los diferentes tipos de muestra — hipocétilos
fueron congelados con nitrdgeno liquido y molidos, una porcion de un gramo fue
colocada en botellas de centrifuga de polipropileno que contenian H>O-MeOH
precalentado a 70 °C. Se colocaron en un bafio de agua a 70 °C, con agitacién, durante
1h. Luego se centrifug6 durante 15 min, el sobrenadante fue filtrado al vacio para ser

almacenado en tubos de cultivo de vidrio.1?2
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y REACTIVOS

2.1. Materiales de laboratorio

Para la preparacion y evaluacion de los extractos fue necesario el Equipo de
Soxhlet, probeta de 500 mL, papel filtro, balén de 250 mL, Equipo de extraccién
liquido-liquido, matraces aforados de 2, 5 y 10 mL, filtros para jeringas (tamafio
de poro de 0.45 um), micropipetas de 20, 200 y 1000 uL, pipetas volumétricas de

2, 5y 10mL, jeringas de tuberculina, tubos de ensayo.

2.2. Insumos y reactivos quimicos

Los reactivos usados durante el desarrollo de la investigacion fueron: metanol
grado HPLC, pentano P.A. acetonitrilo grado HPLC, &cido trifluoroacético los
cuales fueron obtenidos de la casa comercial Merck Peruana. Adicionalmente, se

cont6 con 5 macamidas sintéticas (que se muestran en la Tabla 4) donadas por el
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Profesor Honorario de nuestra Universidad, Alejandro Pino Figueroa, PhD

compuestos que se corrieron como estandares.

Tabla 4. Macamidas sintéticas usadas como estandares

_ Cadigo de o
Macamida ) L Estructura quimica
identificacion

N-bencilhexadecanamida (2) e
N/\@
H

N-benciloctadecanamida

(5) WN/\@

N-(3-metoxibencil)- o
3) /\/\/\/\N\/\/‘LHN@D“

hexadecanamida

N- bencil- o
; . 11 \/\/\/\/—\/\/\/“\/\—/\/\/u\
tetracosenoicanamida (11) T H,\©
N-(3-metoxibencil)- Wmi o
tetradecanamida () ﬁl\@ )

2.3. Equipos e instrumentacion

Los cromatogramas fueron obtenidos en el Cromatografo Liquido de Alta
Resolucién marca Hitachi Primaide, equipado con un detector de arreglo de
Diodos (DAD), horno, bomba cuaternaria, autosampler y desgasificador de
solventes, se utilizé una columna Thermo Scientific, Hypersil Gold (250x4mm,
5u). Adicionalmente fue necesario el uso del sistema de purificacion de agua
Ultrapura MilliQ, rotavapor, pHmetro Methrom, balanza analitica Satorius,

Centrifuga.
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METODOLOGIA
RECOLECCION DE LA MUESTRA

Los hipocotilos secos de Lepidium meyenii fueron colectados en el mes de
octubre del 2015 del departamento de Junin — Per(. Para ello fue necesario un
contacto quien envid 5 kg de maca seca de cada una de las variedades a evaluar,

amarilla, roja y negra.

Los hipocotilos secos de forma artesanal llegaron en bolsa de papel, de los cuales
se seleccionaron y separaron aquellos que presentaban algin deterioro en su
estructura. El material restante fue separado y triturado con un equipo de
molienda para la respectiva extraccion por Soxhlet. De cada variedad se obtuvo

alrededor de 300g de muestra triturada, la cual fue almacenada en bolsas ziploc.

lustracion 6. Hipocotilos triturados de Lepidium meyenii var. negra

METODO DE EXTRACCION DE MACAMIDAS

Para la obtencidon del extracto metandlico de la maca amarilla, se pesé 50g de la
muestra triturada y se procedio con la extraccion por el método de Soxhlet siendo
el volumen de Metanol utilizado de 250 mL y el tiempo de extraccion por 9 horas,

tal como se observa en la Figura 7.
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llustracion 7. Extraccion metanolica por Soxhlet

Posteriormente, se le adiciond volumen suficiente de agua destilada, para obtener
un extracto metandélico-acuoso de 1000 mL, el cual se trasvasé al equipo de
extraccion liquido-liquido y se mantuvo en agitacion constante, por otro lado, se
coloco en el balon adyacente 250 mL de n-pentano y se procedio a calentar el
solvente organico apolar, para provocar su evaporacién y pueda entrar en
contacto con la muestra y extraer los componentes lipofilicos como las

macamidas, presentes en el. El sistema se muestra en la Figura 8.

lustracion 8. Sistema de extraccion continua liquido-liquido
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El extracto obtenido fue llevado a sequedad con ayuda de un bafio maria hirviente

y traspasado a un frasco de vidrio, ambar, previamente pesado.

El mismo procedimiento fue llevado a cabo para las otras 2 variedades de Maca

faltantes.

DESARROLLO DEL METODO ANALITICO PARA LA
IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE MACAMIDAS

Después de la preparacion de los extractos pentanicos de cada variedad de Maca,
se procedid a desarrollar un método analitico a través de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia (HPLC) para la determinacion y cuantificacion de las

macamidas presentes en estos extractos pentanicos.

Como ya se menciond, las macamidas a determinar, fueron donadas por el
Massachusetts College of Pharmacy and Health Science University (MCPHS),
Boston — EUA. De cada una de las 5 macamidas, se prepararon soluciones stock
a 200 ppm en Metanol grado HPLC, las cuales fueron sonicadas por 3 minutos
antes de ser enrasadas. Seguidamente se tomaron las alicuotas correspondientes
para preparar un patron de cada macamida a 10 ppm para poder encontrar la fase
movil adecuada para la identificacion y cuantificacion de las macamidas en los

extractos pentanicos.

Los ensayos realizados con el Cromatégrafo Liquido, estuvieron en funcion de
la columna (Fase estacionaria), los solventes (Fase mdvil) asi como la

temperatura de la columna y del tipo de sistema (isocratico o en gradiente).

Una vez acondicionada la columna del HPLC con la fase mdvil, se procedié a
inyectar un volumen de 20 pL de las soluciones anteriormente preparadas, para
identificar la longitud de onda a la cual los analitos investigados absorban mayor

cantidad de luz
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Se realizaron las pruebas correspondientes para la determinacion de la fase
movil, el flujo y tiempo de corrida. Seguidamente se procedid a la construccion

de la curva de calibracion y estandarizacion del método analitico.

Para preparar la curva de calibracion, se tomaron las alicuotas correspondientes
para preparar 6 patrones de un rango de 0.25 a 50.00 ppm en metanol, los cuales
finalmente fueron pasados por filtros Anotop ® utilizando para ello jeringas
descartables, las soluciones filtradas se colocaron en viales de vidrio de 1.5mL

debidamente rotulados y colocados en el sistema de autoinyeccion.

Con el fin de estandarizar el método cromatografico desarrollado se procedié a

evaluar los siguientes parametros:

a) Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener
resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por
medio de una transformacion matematica bien definida, a la concentracion de

analito en muestras en un intervalo dado.®®

Dentro del rango establecido se recomiendan estudiar al menos 5 niveles de
concentracion y analizarlas por triplicado.

Con los resultados del estudio de linealidad se prepara una tabla relacionando
las cantidades o concentraciones X (variable independiente) y la respuesta y
(variable dependiente). La relacion entre ambas variables se expresa
matematicamente como un recta de regresion del tipo® Y=bx + a

ZXY PRIA] ZY
5xi- @x)
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a:ZYi—bZXi

Siendo a y b los estimadores de la ordenada al origen y pendiente
respectivamente, n el namero de mediciones, X; la concentracion e Yi el valor

medido en el ensayo i.

5wy 2% 2N zv

50,2 [ B

El valor r= 1 indica una recta perfectamente lineal, r = -1 una recta
perfectamente lineal de pendiente negativa'y r =0 la no correlacion entre X
e Y. En la préactica, r es generalmente mayor de 0.99 y los valores menores de
0.90 son raros. Sin embargo, el mejor indicador del modelo lineal no es r sino
un test estadistico, en el cual se calcula un valor de tr con n-2 grados de
libertad y se compara con el valor t tabulado para el nivel de confianza

requerido.

b) Sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de

analito que puede producir un resultado significativo. Los parametros a

definir al evaluar la sensibilidad de un método son los limites de deteccion y

de cuantificacion: %

e Limite de deteccion: Es la cantidad minima de analito en una muestra
que puede detectarse, aunque no necesariamente cuantificarse, en las
condiciones experimentales indicadas y se expresa habitualmente en

forma de concentracion de analito (porcentaje, ppm). ¢

e Limite de cuantificacién: Es la minima cantidad de analito en una

muestra que se puede determinar con precision y exactitud aceptables en
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condiciones experimentales indicadas, se expresa en forma de

concentracion de analito (%, ppm) en la muestra.®®

Los limites de deteccion y cuantificacion pueden estimarse a partir de la curva
de regresion, siempre que se hayan considerado concentraciones bajas de
analito, por extrapolacion a concentracion cero:®

Se determina la pendiente de la curva de calibracion (concentracion vs

respuesta) en el rango apropiado: b

Se obtiene otra curva de calibracion, inyectando cada punto por triplicado,
pero en este caso para concentraciones menores de analito, determinandose
la ecuacién de esta nueva recta de calibracion y se extrapola la respuesta a

concentracion cero, obteniéndose un estimado de la respuesta del blanco: Yo,

Se determina la desviacion estandar correspondiente a cada concentracion del
punto anterior, se calcula la recta correspondiente a concentracién vs
desviacion estandar y se extrapola como en el caso anterior la desviacion
estandar a concentracion cero, obteniéndose el estimado Sy correspondiente
a la desviacion estandar del blanco.®

Se calcula el limite de deteccion (3 desviaciones estandar del blanco) vy el
limite de cuantificacion (10 desviaciones estandar del blanco para n medidas

individuales como: 6

Ybl+3(Sbl) 1
mi 10 = LD -
Limite de deteccion b \/H

Ybl +10(S,,) 1
b Jn'

Limite de cuantificacion = LC =
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¢) Precision

La precision de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre
los resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento
repetidamente a maltiples muestreos de una muestra homogénea.®®

La precision se expresa matematicamente como la desviacion estandar, o ,
estimada analiticamente por “s” o mas comunmente como la desviacion
estandar relativa (RSD) o coeficiente de variacion (CV). El estimador “s” de

la desviacion estandar se calcula como:

Donde n es el nimero de medidas, Xi es el valor medido en el ensayo y X

el estimador de la medida poblacional , calculado como:

> %
_ =l

n

X

Por su parte, la desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion se

calcula como:

S-100
X
Ambos estimadores, desviacion estandar y desviacion estandar relativa
permite evaluar la incertidumbre en la estimacién de la medida (error

aleatorio, correspondiente a la dispersion de datos alrededor de la medida).

d) Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el
valor que es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor

de referencia y el valor experimentalmente encontrado.®
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La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion de la cantidad
valorada con respecto a la cantidad conocida de analito afiadida a la muestra,
0 como la diferencia entre la medida de la valoracién y el valor verdadero
aceptado.®®
Matematicamente puede expresarse asi:
Recuperacion. R=X *100

X
Donde X es el valor medio y X el valor verdadero.

Finalmente, se realizaron las pruebas correspondientes para la preparacion de las
muestras de cada uno de los extractos obtenidos, donde se ensay6 con el uso de
cartuchos de extraccion de silica. Una vez decidido el proceso se procedio a la

cuantifico las macamidas.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

Como fuera planteado en los objetivos del trabajo de investigacion nos propusimos en
primer lugar y como trabajo bibliografico complementario el analizar y consolidar las
rutas metabolicas que podrian dar origen a la presencia de macamidas en el Lepidium
meyenii (maca) debiendo mencionar que la presencia de estos metabolitos secundarios en
los hipocétilos de Lepidium meyenii (maca) se encuentra influenciada por las diferentes
variedades pero también por el tratamiento post cosecha donde se ha visto que se

producen en mayor cantidad.*?

Cabe resaltar que si bien el metabolismo secundario en las plantas esta ampliamente
estudiado y se ha dilucidado la mayoria de rutas metabolicas que los originan, existen
muchas otras rutas que estan en duda y no han podido todavia ser comprobadas
fehacientemente. Es asi que por ejemplo la ruta del acido shikimico que termina por dar
lugar a la formacion de anillos aromaticos, componentes fundamentales de muchos
componentes primarios y secundarios como son los aminoacidos aromaticos y los
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compuestos fenolicos, respectivamente, esta ampliamente estudiada y ha sido verificada
en diferentes especies, tal como se puede ver en la Figura 9.

~pe 0. (0]
8 1 © 3
+ — —_— -
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1. DHP sintetasa, NAD* 8. Corismato mutasa
2. 3-dehidroquinoto sintetasa NH; 9. Corismato mutasa-prefenato-deshidratasa
3. 3-dehidroquinasa Z 10. Fenilpiruvato aminotransferasa
4. Sikimato oxidorreductasa, NADP+ 11. Prefenato aminotransferasa
5. Sikimato kinasa, ATP S 12. Arogenato deshidratasa
6. EPSP sintetasa, PEP 13. Arogenato deshidrogenasa, NAD*
7. Corismato sintetasa 14. Prefenato deshidrogenasa, NAD
L-fenilalanina 15. 4-hidroxifenilpiruvato aminotransferasa

lustracion 9. Aromatogénesis en las plantas via el acido shikimico.
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Las enzimas descritas en la figura anterior ya son ampliamente conocidas y su actividad

y rol en dicha via bio-sintética ha sido comprobada.

Son los aminoacidos aromaticos los que después son utilizados para la biosintesis de
metabolitos secundarios como, los heterésidos cianogéneticos, glucosinolatos,

compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, etc.

La ruta biosintéticas para la conversion de los aminoacidos aromaticos en glucosinolatos,
puede ser observada en la Figura 10. En este caso en particular, las diferentes reacciones
bioguimicas han podido ser estudiadas en una pequefia planta modelo cuyo nombre
cientifico es Arabidopsis thaliana la cual ha despertado la curiosidad de buena parte de
la comunidad cientifica. Se introdujo en el laboratorio hace unos 40 afios y actualmente
son miles los investigadores que cada dia intentan descubrir los secretos que hay detras
de su desarrollo, crecimiento o floracion. Su principal ventaja y que justifica la atraccion
que ejerce sobre los investigadores es que ya en el afio 2000 se obtuvo la secuencia total

de su genoma constituyéndose en el primer genoma de planta secuenciado.
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lustracion 10. Biosintesis de glucosinolatos.
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Finalmente, el metabolismo de estos glucosinolatos hasta su conversion en macamidas ha

sido propuesto, quedando en muchos casos por comprobar la actividad de las enzimas

OH ©/\C%N . Q/\OH
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llustracion 11. Ruta biosintética propuesta para las macamidas del Lepidium meyenii.*?
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OBTENCION DE HIPOCOTILOS DE MACA

Como se comento en el acapite anterior se trabajé con tres variedades de maca;
amarilla, negra y roja a fin de evaluar si existe diferencia significativa en el
contenido de las 6 macamidas analizadas en la presente investigacion. Para ello
las muestras adquiridas fueron cultivadas y secadas en la localidad de Cerro de

Pasco, provincia de Junin,

Los paquetes de cada variedad de maca solo contenian hipocotilos secos, de todo

tamario y sin polvo — tierra como se muestra en la Figura 12.

llustracion 12. Hipocotilos de Lepidium meyenii de cada variedad

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS PENTANICOS DE MACA

Como se menciond en el acéapite anterior para la obtencion de los extractos
pentanicos, se procedid en dos etapas. La primera etapa consté en la preparacion
del extracto metandlico por el método de Soxhlet para lo cual se necesit6é que la
muestra fuera triturada, para ello se hizo uso de un equipo de molienda casero,
pero dada la dureza y diversidad de tamafio de los hipocotilos, previamente, se
tuvo que realizar una trituracion en mortero de hierro para obtener un tamafio

razonable y poder uniformizar el tamafio de particula.
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De cada variedad de maca, se pesé aproximadamente 50.0 g los cuales fueron
empaquetados en papel filtro para colocarlo en el porta-muestra del equipo de
Soxhlet y proceder con la extraccién, como fue mencionado en el capitulo de
materiales y métodos. El tiempo de extraccion para cada sistema armado fue de 9
horas, obteniendo un extracto de color café oscuro intenso, de consistencia
liquida, con olor caracteristico, como se observa en la Figura 13.

lustracion 13. Extracto metanolico de maca negra

Una vez obtenidos los extractos metandlicos de maca, se inicié con la segunda
etapa, la re-extraccion continua liquido —liquido con n-pentano. Para dicha
extraccion se utilizd un equipo disefiado por el equipo de investigacion del
Proyecto “Determinacion de la actividad neuroprotectora de los extractos de
Lepidium meyenii (Maca) y macamidas sintéticas, sobre la neurotoxicidad
inducida por el peptido B-amiloide en células de neuroblastoma B-35 y sobre la
expresion génica del péptido p—amiloide”. Como se observa en la Figura 14. esta
constituido por un recipiente principal (A) que presenta un brazo lateral que se
conecta con el recipiente colector (B), un condensador (C), un bafio termostatico
de agua y una plancha agitadora. El procedimiento se inicié mezclando los 300
mL del extracto metandlico obtenido de cada variedad de maca con agua destilada
hasta un volumen de 1000 mL lo cual fue colocado en el baldn (A), sobre el mismo
se ajustd el condensador (C), ademas se le acomodo sobre la plancha agitadora,

seguidamente se agreg6 250 mL de n-pentano en el recipiente (B); se conectaron
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ambos recipientes sumergiendo al contenedor del solvente organico en el bafio

termostatico.

lustracion 14. Equipo extraccion continua liquido-liquido

Con el fin de que la distribucion de calor sea uniforme todo fue cubierto con papel
aluminio, como se muestra en la Figura 8, una vez hecho esto se procedi6 a
calentar el solvente organico a 40°C, temperatura suficiente para que el n-pentano
evapore y condense sobre el extracto metandlico y se proceda con la re-extraccion
de componentes como las macamidas, dicha mezcla era separada en el recipiente
(B) ya que se observaba como el n-pentano iba adquiriendo color mientras
transcurria el tiempo, la extraccion culmind 24 horas después con la obtencion de

una suspension oscura.
Una vez terminada la re-extraccion, se procedio a evaporar del solvente organico,

de esta manera se obtuvieron los extractos secos y se calculé los porcentajes de

rendimiento que se observan en la Tabla 5, posteriormente fueron almacenados
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en frascos ambar, a -20 °C. El extracto tenia una apariencia pastosa, color café

Ooscuro.

Tabla 5. Porcentajes de rendimiento obtenidos de los extractos pentanicos

Variedad de maca | Cantidad de | Peso del extracto | Porcentaje  de
muestra utilizada | pentanico rendimiento

Maca negra 11509 193¢ 1.68%

Maca roja 110.0g 1.90¢ 1.72%

Maca amarilla 110.0 g 2219 2.01%

OBTENCION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
PARA LA CUANTIFICACION DE MACAMIDAS

Previamente se realiz6 una busqueda bibliogréafica, la cual fue base de inicio para
la obtencion de las condiciones necesarias para la deteccion de macamidas por
HPLC

Las primeras pruebas fueron realizadas con una columna RP-18e Chromolith
Performance (Merck), probandose diferentes proporciones de cada solvente ya sea
de forma isocratica o en gradiente, las lecturas obtenidas en un rango de longitudes
de onda entre 190 y 350 nm, a temperatura ambiente, con una fase movil
compuesta de:

= Agua

= Acetonitrilo — &cido acético 0.1%

* Metanol

= Agua— &cido acético 0.1%

A continuacion, se muestran algunas de las diferentes pruebas realizadas durante

la investigacion.
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La primera fase movil probada fue en base del trabajo realizado por Ganzera y
col. en el 2002, donde describe uno de los primeros métodos cromatograficos para
la determinacion de macamidas y macenos en L. meyenii.®® En la publicacion
mencionan que los experimentos de prueba iniciales mostraron que la forma del
pico y la separacion de los mismos, mejora con una fase movil acida, mientras que

una temperatura alta facilita la separacion en un tiempo de corrida reducido.

En dicho trabajo se utilizé una columna Synergi MAX-RP 80 A, 4um de tamafio
de particula, una longitud de 150x4.6 mm; una fase mavil acidificada con 0.025%
de &cido trifluoroacético (TFA) en gradiente (como se muestra en la Tabla 6) a un
flujo de 1.0 mL/min; la deteccidn fue realizada a: 210 y 280 nm; a una temperatura
de 40 °C.

Sin embargo, dado que la literatura sugiere que el TFA es un reactivo para
cromatografia de pares i6nicos muy fuerte y que tiende a fijarse a los materiales
de la columna haciendo que esta pueda ser usada solo con estas condiciones, es
que se procedio a probar primero con acido acético como se muestra en la Tabla
6, ambos solventes utilizados fueron acidificados con &cido acético (AcOH) 0.1%.
Se mantuvo la proporcion de la fase movil probada por Ganzera, sin embargo, se
utilizd6 una Chromolith RP-18 aumentando el flujo y bajando a 30°C la

temperatura de la columna.

Tabla 6. Primer ensayo de Fase movil

tiempo | ACN-AcOH. 0.1% | H20 — AcOH. 0.1% mL/min
0 min 55% 45% 2.00
15 min 95% 5% 2.00

Como se puede observar en el cromatograma de la Figura 15, el empleo de la
gradiente dificulta la visualizacion y resolucion de los picos, dado que los picos
obtenidos a los 12 minutos tendian a juntarse, adicionalmente de los 5 estandares
solo se observé 4 picos, por lo que se realizaron modificaciones relacionadas a la
proporcion de cada solvente, sobretodo aumentando el porcentaje del ACN

acidificado y dandole mayor tiempo de corrida, como se muestra en la Tabla 7, sin
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obtener mejores resultados, por el contrario, pareciera que la resolucion disminuyo,

tal como se ve en la Figura 16

lustracién 15. Cromatograma obtenido con la primera Fase mdvil probada

Tabla 7. Segundo ensayo reportado de la prueba de Fase movil

tiempo ACN - AcOH. 0.1% H20 — AcOH. 0.1%
0 min 70% 30%
15 min 100% 0%
30 min 100% 0%

lustracion 16. Cromatograma obtenido de la segunda Fase movil probada

En las siguientes pruebas se afiadio una pequefia porcion de metanol (MeOH) para
intentar perfilar los picos, este solvente iba aumentando durante la corrida mientras
se dejaba de usar el agua acidificada de 5% a 10% en un plazo de 5 minutos, como
se ve en la Tabla 8, sin embargo, ese pequefio cambio provocaba que las macamidas
eluyeran muy rapido, como se puede observar en la Figura 17, el primer estandar
tenia un tiempo de retencion de 1.74 min. lo cual seria desfavorable al intentar
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identificarlo en una muestra compleja, asi como un poco resolucion entre los

siguientes picos mostrados.

Tabla 8. Tercer ensayo reportado de la prueba de Fase mévil

Tiempo ACN - AcOH. 0.1% MeOH H20 — AcOH. 0.1%
0 min 80% 10% 10%
8 min 90% 5% 5%
10 min 90% 10% 0%
| 1

llustraciéon 17. Cromatograma obtenido de la tercera Fase mdvil proba

Después de varias pruebas, se realizaron corridas individuales de cada macamida a
10 pg/mL con una fase movil isocratica compuesta por ACN AcOH 0.1% : MeOH
en una proporcién 65:35 y flujo a 1.5 mL/min. Obteniendo tiempos de retencion
(RT) como se muestran en la Tabla 9, donde se puede mencionar que, pese a la
disminucion del flujo, la n-(3-metoxibencil)-tetradecanamida (1) eluye antes de los
2 min., sequida de muy cerca por la n-(3-metoxibencil)-hexadecanamida (3) y la n-
bencil hexadecanamida (2), estandares que no se llegan a separar. Finalmente se

corrio un mix de dichos estandares, cromatograma que se observa en la Figura 18.

Tabla 9. Tiempo de retencion de cada estandar obtenidos con la Fase movil
ACN-ACOH 0.1% : MeOH (65:35)

2) (5) (3) (11) (1)
RT 1.80 min 2.3min 1.80 min 3.60 min 1.60 min
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llustracion 18. Cromatograma de los estandares eluidos con la Fase movil
ACN-AcOH 0.1% : MeOH (65:35)

Posteriormente, se ensayo con las fases isocraticas descritas en la Tabla 10 a flujo
de 1 mL/min, con la esperanza de que al aumentar agua se puedan separar a los
analitos, la deteccion fue a 210 nm debido a que a 280 nm no se detectaron picos.

Tabla 10. Ensayos con diferentes Fases moviles isocréaticas

Fase Movil
ACN AcOH. 0.1% MeOH H20
A 70% 20% 10%
B 80% 10% 10%
C 90% 5% 5%

Al comparar los resultados obtenidos de estas 3 corridas, se observé que a mayor
proporcion de MeOH, las macamidas demoraban mas en eluir, en el cromatograma
(A) de la Figura 17 se observa que la macamida (1) tiene un RT a los 3.75 min, a
diferencia de los cromatogramas (B) y (C) donde la misma macamida aparece a los
3.55 y 2.88 min respectivamente, por otro lado los picos se tornaban mas finos
cuando la cantidad de MeOH disminuia y finalmente recalcar que solo con la Gltima
fase movil (C) se pudieron obtener los 5 picos correspondientes a los 5 estandares
con un tiempo de corrida de 13 min, lo cual es una ventaja debido a que no necesita
gradiente ni tampoco que todos los solventes estén acidificados. En los tres ensayos
desarrollados se evidencia que las macamidas (3) y (2) no se separan, situacion que

descarta las condiciones hasta ahora probadas.
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llustracion 19. Cromatogramas obtenidos con la diferentes proporciones de ACN-AcOH
0.1% : MeOH : H.0O

Con el objetivo de separar a las macamidas (3) y (2) asi como provocar que la
elucién de los analitos sea en un tiempo mayor a los 4 min. de iniciada la corrida es
que se decidié aumentar la longitud de la Fase estacionaria, para ello se conectaron
2 columnas Chromolith al sistema.

La prueba se inici6 con la Gltima Fase mdvil probada, la mezcla isocratica estaba

compuesta por ACN-AcOH 0.1% : MeOH : H>O (90:5:5) a un flujo a 1 mL/min,
obteniéndose un aumento considerable en el tiempo de retencion de la primera
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macamida eluida, cerca de 6 min, ademas de una mejor separacion de los estandares

(3) y (2) como se puede observar en la Figura 20.

[lustracion 20. Cromatograma obtenido con una Fase mévil compuesta por ACN-AcOH
0.1% : MeOH : H,0 a través de 2 columnas Chromolith

Frente a este resultado, se realizaron pequefios cambios para tratar de separar los
analitos, entre ellos se intentd quitando el metanol de la fase mdvil, quedando en
ACN-ACOH 0.1% : H20 (90:10) a un flujo a 1 mL/min. Como se observa en la
Figura 21 estos cambios provocaron un mayor retraso en la elucion de las

macamidas asi como un ligero incremento en el ancho de los picos y la presencia

de tailing, efecto que podria ser explicado por la mayor longitud de la columna

llustracion 21. Cromatograma obtenido con la Fase mévil ACN-ACOH 0.1% : H.O
(90:10) y con dos columnas Chromolith

Adicionalmente se observa que el tiempo de corrida supera los 20 min, por lo que
se realiz6 una modificacion mas aumentando el tiempo de corrida y el flujo a
2mL/min, el cromatograma de la Figura 22, muestra una mejora visual en la forma
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del pico de los 3 primeros estandares eluidos, sin embargo, cerca de los minutos 14

y 21 se intensifica la pérdida de resolucion de los picos.
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llustracién 22. Cromatograma obtenido con la Fase mévil ACN-AcOH 0.1% : H,O
(90:10) y con dos columnas Chromolith a flujo de 2mL/min

Dados los resultados, se cambio de columna a una Thermo Scientific, Hypersil Gold
(250x4mm, 5p) y se realizd una corrida con la fase movil compuesta de ACN-
AcOH 0.1% : H20 (85 : 15) a 2mL/min, condiciones en las cuales, anteriormente,
se obtuvo la elucion de los 5 estandares a los 3.0, 4.6, 4.8, 7.5 y 20.9 minutos.
Como se puede observar en la Figura 23, aparecen los 5 picos en un tiempo de
corrida de 23 minutos, adicionalmente el primer estandar de macamida tiene un RT

de 3.25 minutos, sin embargo, los picos correspondientes a los estandares (3) y (2)

no estan totalmente separados.

5. 563
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llustracion 23. Cromatograma obtenido con la Fase movil ACN-AcOH 0.1% : H,O
(85:15) y con la columna Hypersil Gold

Con el fin de separar los picos anteriormente mencionados, se prob6 aumentando
la proporcion de agua en la mezcla; ACN-AcOH 0.1% (80%) y H.O (20%) a
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2mL/min. Obteniendo un cromatograma mas fino, con un primer pico detectable a
los 4.22 min seguido de dos picos cercanos a 6.8 min y el otro 7.25 min y un Gltimo

pico a 12.30 min. Como se puede ver en la Figura 24

Taitin
B s 1
Bonats 268

lustracion 24. Cromatograma obtenido con la Fase mévil ACN-AcOH 0.1% : H,O (80:20)

y con la columna Hypersil Gold

Una vez decidida la fase movil, se inyectd un extracto diluido a 10 ug/ 5mL de
acetonitrilo. Como se observa en la Figura 25. hubo una gran cantidad de picos en
la zona de reconocimiento de las macamidas, los cuales en los primeros minutos
perdieron resolucion, asi como se puede ver, la mayoria de ellos no alcanza una

linea base adecuada.

lustracion 25. Cromatograma del extracto pentanico de maca disuelto en ACN con la
Fase movil ACN-AcOH 0.1% : H,O (80:20) y con la columna Hypersil Gold

Teniendo en consideracion que los estandares estaban disueltos en Metanol grado
HPLC, se decidio cambiar el solvente de la muestraa MeOH, y preparar una dilucion
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de 2 mg en 5 mL de solvente. EI cromatograma obtenido (Figura 24), tuvo picos con
absorbancias 7 veces menores al visto anteriormente, ademas la cantidad de picos

detectados fue menor.

w1 Injection Table: Samples 0070 =0

lustracion 26. Cromatograma obtenido del extracto pentanico de maca disuelto en MeOH,
con la Fase movil ACN-AcOH 0.1% : H,O (80:20) y con la columna Hypersil Gold

A pesar de que se logro, una adecuada separacion de los componentes en el mix de
estandar, no fue un resultado aceptable en nuestras muestras por lo que se decidié
probar con la Fase mavil desarrollada por McCollom y colaboradores descrita en el
trabajo de investigacion “Analysis of macamides in samples of maca by HPLC-
UV-MS/MS” donde se identifico a la N-bencil hexadecanamida, N-bencil
octadecamamida, N-bencil (9Z) octadecenamida, N-bencil (92, 127)
octadecadienamida asi como al &cido linoleico y acido linolénico.

Tabla 11. Fase movil propuesta por McCollom

Tiempo ACN -TFA. H.0 - TFA Flujo
0.005% 0.005%

0 min 80 20 0.8 mL/min

24 min 100 0 0.8 mL/min

30 min 100 0 0.8 mL/min

La fase movil fue planteada en gradiente como se muestra en la Tabla 11, donde el
acetonitrilo y el agua utilizada fueron acidificados con Ac. trifluoroacético (TFA)
al 0.005%, tal como lo trabaj6 también Ganzera y colaboradores.
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Cabe mencionar que la temperatura de nuestra columna permanecia a 30°C, como
se observa en la Figura 26. pese al menor flujo utilizado, la corrida termina a los 30
minutos, el primer estandar eluye a los 9,7min, los estandares se muestran con picos

finos, una buena linea base, y bien separados.

lustracion 27. Cromatograma obtenido con la Fase mévil ACN-TFA 0.005% : H,O- TFA
0.005% y con la columna Hypersil Gold

Con dichas condiciones se inyectd 20 pL del extracto pentanico de maca diluido (5
mg en 5 mL de metanol), obteniendo el cromatograma de la Figura 28, que mostrd
una gran cantidad de picos sin buena resolucién y en una buena concentracion que
eluian durante los 15 primeros minutos, lo cual afectaba la deteccion e

identificacion de 3 de las macamidas analizadas.

llustracion 28. Cromatograma del extracto de maca diluido en MeOH con la Fase movil
ACN-TFA 0.005% : H,O- TFA 0.005% vy con la columna Hypersil Gold
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Siguiendo la metodologia desarrollada por McGollon, se cambid la temperatura a
40°C con lo que los componentes eluian 2 minutos mas rapido que en la prueba

anterior, pero sin mejoras en cuanto a la resolucién de los picos.

Con estos resultados, se decidio disminuir el flujo de la corrida a 0.5 mL/min y
mantener la temperatura de la corrida cromatografica en 30°C, obteniendo el

cromatograma mostrado en la Figura 29.

lustracién 29. Cromatograma obtenido conc')vil ACN-TFA 0.005% : H,O- TFA
0.005% vy con la columna Hypersil Gold y flujo de 0.5mL/min

Siendo esta Ultima, las condiciones elegidas para la cuantificacion e identificacion
de macamidas en los extractos obtenidos, asi la fase movil quedo como se muestra
en la Tabla 12. Adicionalmente mencionar que se aumento el tiempo de recorrida
para asegurarnos que todo el contenido de las muestras sea expulsado de la columna

antes de la siguiente inyeccion.

Se obtuvieron los picos de identificacion de las 5 macamidas en un tiempo de
corrida de 40 minutos, a una longitud de onda de 210 nm, usando una columna
Thermo Scientific, Hypersil Gold (250 x4 mm, 5u), una fase moévil compuesta por
Acetonitrilo acidificado a 0.005% (A) y agua acidificada a 0.005% (B) con TFA,
usando una gradiente 80:20 (A:B) de 0 a 24 minutos, luego de 100:0 (A:B) de 24 a
32 minutos y de 80:20 (A:B) de 32 a 40 minutos, a un flujo de 0.5 mL/min. Las
macamidas fueron identificadas en los siguientes tiempos de retencién: (1) (14,9
min), (2) (19,9 min), (3) (20,6 min), (5) (25,9 min), (11) (36,6min), como se muestra
en la Figura 30
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Tabla 12. Fase movil final

Tiempo ACN - TFA H.0 — TFA Flujo
0.005% 0.005%

0 min 80 20 0.5 mL/min
24 min 100 0 0.5 mL/min
32 min 100 0 0.5 ml/min
34 min 80 20 0.5 mL/min
40 min 80 20 0.5 mL/min
41 min 80 20 2.0 mL/min
45 min 80 20 2.0 mL/min

Por ultimo, se decidi¢ acidificar solamente el H.O con TFA a 0.005%, de acuerdo
al trabajo reportado por Shu-Xiao Chen quien tenia como fase movil ACN :
H,0*, de esta manera manteniamos un pH proximo a 2.3. El tiempo de retencion
para las macamidas estudiadas, con este cambio en la fase movil, se retardo en
casi 0.3 min para los primeros 4 estdndares en eluir; (1) (15.13 min), (2) (20.17
min), (3) (20.83 min), (5) (26.15 min), (11) (36.62 min)

14,508, T¥104
19,963, 70275
0. 623, 4TOI3

s, 36,060, 24593

= 26.033, 52913

Fﬁr

lHustracion 30. Andlisis de las cinco macamidas con las Ultimas condiciones
cromatograficas
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IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE MACAMIDAS POR
HPLC

Una vez elegidas las condiciones cromatograficas, se midieron 4 parametros
idoneos segun la AOAC para el proceso de validacién de método analitico, con
esta finalidad y para poder determinar la concentracion de las macamidas
estudiadas en los extractos obtenidos, se prepard una curva de calibracion,
hallando linealidad, los limites de deteccion y cuantificacion, asi como la

precision y exactitud.

a) Linealidad

Dicho parametro adquiere importancia dentro de una validacion ya que
describe la relacion de concentracion en funcion de la respuesta, generando
resultados directamente proporcionales a la concentracién del analito, dentro
de un rango determinado.®® Para evaluar la linealidad del método
cromatografico propuesto, se construyo graficas de concentracion — respuesta.
Ambas variables fueron analizadas mediante el tratamiento matemaético,
representado por una recta de regresion de tipo lineal

y =a+ bx

Como se menciond en el acapite anterior se prepararon las soluciones stock de
cada una de las macamidas a evaluar a 200 pg/mL, a partir de estas se sacaron
las alicuotas correspondientes para la obtencion de 6 patrones. Inicialmente se
prepararon y corrieron una serie de estandares en un rango 0.25 a 4.00 pg/mL,
obteniendo un coeficiente de correlacion (R?) mayor a 0.999 a excepcion de la
N-(3-metoxibencil) hexadecanamida, como se muestra en la Tabla 13. y en el

Anexo 1.

Sin embargo, como la curva de calibracion es el conjunto de concentraciones
que describen el intervalo en el cual se debera cuantificar el compuesto por
analizar, al momento de comparar las macamidas encontradas en las muestras

(las cuales para asegurarnos de identificar la mayor cantidad de macamidas se
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peso alrededor de 30mg de extracto) nos percatamos que 2 de ellas superaban

grandemente el rango de la curva obtenida, por lo que se trabajé con un rango

de 0.25 a 50.00 pg/mL en metanol. En la Figura 31 se plasma la preparacion

de la mezcla utilizada para cada uno de los estandares

Tabla 13. Evaluacion de la linealidad en un rango de 0.5 a 4 ug/mL

Estandares

Cddigo de

identificacion (@) (3) (2) (5) (12)

Tiempo de

retencion (min) 14.9 19.9 20.6 25.99 36.9

Concentracién de

estandar (ppm) Promedio de areas
0.25 4994.00 | 7733.67 | 4408.33 | 12717.00 | 3879.67
0.5 12227.33 | 13955.67 | 9770.33 | 22747.67 | 8945.67
1 25962.00 | 27451.33 | 20855.33 | 45722.33 | 19317.00
2 57077.33 | 56841.67 | 43625.67 | 87128.33 | 42111.00
3 87154.00 | 85348.00 | 69016.33 | 129294.00 | 66594.67
4 120972.67|118943.33 | 92405.67 | 176634.67 | 89110.67
R? 0.9993 0.9987 0.9996 0.9995 0.9996
b 30791 29493 23581 43364 22910

-3769.2 | -1128.9 | -2235.7 | 1346.3 -2720
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Se realizaron 4 repeticiones, de las cuales se obtuvo el promedio, desviacion
estandar y coeficiente de variacion de cada una de las macamidas dichos datos se
observan en el Anexo 2. En la Tabla 14, se ha extraido la ecuacion lineal de cada
curva de calibracion, la cual sirvid para el célculo de las macamidas presentes en
cada extracto. Como se puede observar, el método muestra un comportamiento
lineal, donde la respuesta obtenida (area del pico) tiene una relacion directamente
proporcional a la concentracion del analito, para ello se calcul6 el coeficiente de
correlacion siendo los resultados para cada macamida, como sigue; (1) = 0.99915,
(3) = 0.99853, (2) = 0.99902, (5) = 0.99927, (11) =0.99815, todos ellos se
aproximan a 1.

Sin embargo, fue necesario evaluar el coeficiente de determinacion (R?) el cual
fue mayor a 0.99 en todos los casos. Para una mayor aproximacion, se realiz6 un
test estadistico, en el cual se calcula un valor t regresién con n-2 grados de libertad

y se compara con un t tabulado para un nivel de confianza de 95%

Finalmente se puede mencionar que pese a aumentar la concentracion de los
estandares hasta 200 veces mas, el método es lineal pese a que el valor de R? haya

disminuido en un decimal.

Cabe mencionar que en el trabajo de McCollom, se obtuvo una buena respuesta
lineal (ecuacion lineal: y = 1971 x + 0.064; R? = 0.9999) con un rango de 0.28 -
1.76 pg de la N-bencil hexadecanamida, en el mencionado trabajo se utiliz6 una
fase estacionaria C-18 (columna Zorbax XDB) con una fase movil &cida, similar
al planteado en esta investigacion a diferencia de la temperatura de la columna a
40°C, consiguio la identificacion de 4 macamidas con un tiempo de ejecucion de
30 minutos.®!

Por otro lado, Ganzera et al. obtuvieron una buena separacion de 5 macamidas en
35 minutos usando una fase estacionaria C-12, una fase movil (acetonitrilo : agua)
acidificada con TFA en gradiente 55:45 a 95:5 a un flujo de ImL/min, y a una

temperatura de la columna a 40 °C. La respuesta del detector fue lineal con
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coeficientes de correlacion mayores a 0.999 para todos los compuestos
cuantificados, en un rango de concentracion de 2.1 a 500 pg/mL para un macaeno,
la N-bencil hexadecanamida y un N-bencil-oxo-octadecadienamida, y de 6.2 a

1500 pg/mL para los acidos linoleico y linolénico. 3

Adicionalmente, Shu-Xiao Chen et al, desarroll6 un método para evaluar 12
compuestos presentes en la maca, entre macamidas y macaenos, la separacion
cromatografica deseable la obtuvo en una columna Agilent ZORBAX RRHD
Eclipse Plus C18 (100 mm x 2.1 mm, 1.8 um) conectada con un cartucho
Phenomenex Security Guard ULTRA (UHPLC C18, 2.1 mm) usando como fase
movil A (solucion acuosa de acido formico al 0,1%) y acetonitrilo en un programa
de elucidn en gradiente: 0 - 20 min, de 40% a 15% de A, con flujo de 0,5 mL/min.
La longitud de onda se ajustd a 210 nm y a temperatura de 40 °C. Los datos de
espectrometria de masas de alta precision se registraron en un espectrometro de
masas Agilent QTOF 6550 (Agilent, Waldbronn) menciona que las curvas de
calibracion obtenidas mostraron una buena regresion lineal (R%> 0.9990), pero no

especifica los rangos de prueba con los que trabajd.*®

Tabla 14. Evaluacion de la linealidad en un rango de 0.5 a 50 ug/mL

Estandares
Codigo de
identificacion (1) (3) (2) 5) (11)
Tiempo de retencion
(min) 15.06 20.10 20.77 26.08 36.48
Concentracion de Area
estandar (ug/mL)
0.25 4816.83 4972.00 5051.60 6000.00 2791.00
1.0 26276.66| 29282.80| 22626.50 25679 14361.33
4.0 109023.50| 103359.83| 86908.6667 | 94213.5714| 54866.50
16.0 476961.83 | 469795.66 383466 | 386346.714 | 259961.83
32.0 969922.83| 959283.33| 760614.62| 801517.37| 522691.50
50.0 1419222.40| 1375194.20 | 1111394.40 | 1176049.50 | 744018.50
R2 0.9983 0.9971 0.9981 0.9986 0.9963
b 3931.33 6573.10 6334.26 4489.38 4016.60
28887.51| 28110.88| 22586.50| 23853.46 15250.27
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(b) Limite de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccion (LDD) es un parametro, que se define como la cantidad o
concentracion minima del analito que puede ser detectada bajo las condiciones
experimentales establecidas. De esta manera, a partir del LDD nos aseguramos
que la concentracion de la sustancia analizada esta por encima o por debajo de un

nivel de seguridad.®®

Mientras que el Limite de cuantificacion (LOQ) expresa la menor cantidad de
analito en una muestra que puede determinarse cuantitativamente con precision y
exactitud aceptables, bajo las condiciones establecidas en el procedimiento

analitico.%®

Con los datos obtenidos anteriormente en el grafico de calibracion, se hallo los
limites de deteccion y de cuantificacion teniendo en consideracion un ratio de
sefial:ruido de 3:1 para el Limite de Deteccion y uno de 10:1 para el de
Cuantificacion. El calculo se realizo sustituyendo los valores en las siguientes

formulas:

LOD = Yo +3(Sy) " = LOQ = Yy +10(S,) o 1
\/ﬁ b \/ﬁ

Donde:

Yoi: intercepto del gréfico de calibracion

Swi: intercepto del grafico de calibracion vs desviacion estandar

b: pendiente del grafico de calibracion

n: nmero de muestras o repeticiones

Tabla 15. Limite de deteccion y Limite de cuantificacion

Estandares
Cddigo de Identificacion (1) (3) (2) (5) (11)
Limite de Deteccién 0.10 0.17 0.27 0.13 0.10
pg/mL
Limite de Cuantificacién 0.20 0.32 0.59 0.64 0.11
pg/mL
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Como se muestra en la Tabla 15 las macamidas que tuvieron un menor limite de
deteccion (0.1pg/mL) fueron la N-(3-metoxibencil) tetradecanamida y N-bencil
tetracosanamida, aquellas que tienen el tiempo de retencion a los extremos de la
corrida a diferencia de la N-bencil hexadecanamida que tiene un valor mayor en
mas de 2 veces, la cual llama la atencién, ya que tiene un limite de deteccion
mayor incluso al primer estandar medido. Por otro lado, el limite de cuantificacion

de las macamidas (3), (2) y (5) es superior al primer estandar medido.

Sin embargo, los valores obtenidos son aproximadamente 10 veces mas altos que
los obtenidos por McCollom et al, ya que reportan que la cantidad de N-benzyl
hexadecanamida a la que se observé un cambio obvio en el factor de respuesta
fue de 15ng (LOQ), asi mismo su limite de deteccion se establecié con una
cantidad de 2,8 ng de N-bezyl hexadecanamida.®!

En el trabajo de Ganzera y colaboradores, no mencionan al limite de
cuantificacion y se encontr6 un limite de deteccion de 0.40 pg/mL o inferior para
las dos macamidas analizadas; considerando este dato, podemos decir que el LDD
reportado, es mayor a los encontrados en el presente trabajo.

Finalmente, en el trabajo de Shu-Xiao Chen et al, reportaron que los LOD vy los
LOQ para los doce compuestos investigados, fueron inferiores a 20.21 y 59.73 ng,

respectivamente.*®

(c) Precision

Como esta definido en la Farmacopea Europea, la precision de un procedimiento
analitico indica el grado de dispersion entre una serie de mediciones obtenidas a
partir de muestras multiples de la misma muestra homogénea, sin considerar la
proximidad al valor real. La precision puede considerarse en 2 niveles:

repetibilidad y precision intermedia.®®
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Repetibilidad

Se evalué mediante la inyeccion de 6 muestras estdndar homogeéneas, que se
encontraban en la concentracion de 4pg/mL dichas mediciones se realizaron
en condiciones operativas similares, en un mismo dia, en un mismo equipo,
mismo analista, los resultados se muestran en la Tabla 16. De todos los
valores obtenidos, las macamidas (5) y (11) son las que presentan un
Coeficiente de variacion porcentual més alto cercano a 4.00%. Sin embargo,
como no fue la mayor concentracion se realizaron 3 repeticiones de las

concentraciones de 0.25, 4.0 y 50.0 ug/mL lo cual se muestra en la Tabla 17

Tabla 16. evaluacidn de la repetibilidad del método

N? 1) 3) 2 (5) (11)
1 119697 122342 92334 176369 87313
2 120346 126198 93380 177155 84165
3 129481 130586 93240 195506 94293
4 119940 131124 92635 181304 92236
5 121953 123718 92756 178873 89814
6 120659 125801 93936 176981 88538
PROM 122012.6 126628.1 93046.8 181031.3 89393.1
DS 3742.9 3566.15 583.3 7313.2 3596.0
cv 3.07 2.82 0.63 4.04 4.02

Para el analisis de la variabilidad de las respuestas obtenidas se utilizd el
coeficiente de variacion (CV) fue calculado a partir de la desviacion estandar
y el promedio de las lecturas obtenidas y cuyo criterio de aceptacion es no
mayor al 5%. Como se observa, se obtuvieron valores maximos de 4.097%
para la concentracion més baja trabajada para el estdndar (11) y (1); mientras
que el resto esta por debajo de 2%.
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Tabla 17. evaluacion de la precision del método

o e @ | 6 | oay
Estandar a 0.25 ug/mL

4834 5835 4833 36959 3075
5229 5757 4811 36287 3284
4960 5818 4667 36704 3050
Prom | 5007.6667 | 5803.3333 | 4770.3333 36650 | 3136.3333
DS 201.7680 41.0162 90.1628 339.2388 128.4925
cv 4.029 0.707 1.890 0.926 4.097

Estandar a 4.0 ug/mL

120869 125149 92467 178204 89526

119899 124711 93121 177162 86974

120323 125925 93388 178517 88733

Prom | 120363.667 | 125261.667 92992.00 | 177961.00 88411.00

DS 486.28 614.79 473.86 709.43 1306.12

cv 0.404 0.491 0.510 0.399 1.477
Estandar a 50.0 ug/mL

1464605 1626872 1129086 2140156 1110772
1456941 1634997 1130288 2138454 1119830
1509030 1617230 1125879 2142720 1119710
Prom | 1476858.67 | 1626366.33 | 1128417.67 | 2140443.33 | 1116770.67
DS 28123.482 | 8894.2873 | 2279.2153 | 2147.4658 | 5195.3442
cv 1.904 0.547 0.202 0.100 0.465

Precision intermedia

Para ello, se tuvo en cuenta las condiciones reproducibles donde se evalu6
factores como dia de ensayo y preparaciéon de fase movil. Se determing el
coeficiente de variacién a partir de los promedios y desviaciones estandar de
las lecturas obtenidas de las curvas de calibracion para cada macamida.
Obteniendo valores entre 0.09% hasta 9.59%. dichos resultados se muestran

en el Anexo 2.
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Teniendo en consideracion, dicho pardmetro, McCollom hall6 una
repetibilidad de 0.043% y una precision intermedia de 0.044% con la N-
bencil hexadecanamida y para el total de macamidas los valores fueron de
0.18% y 0.183% respectivamente.®!

Mientras que Ganzera, menciona que todas las muestras se inyectaron por
triplicado, y las desviaciones estandar resultantes tuvieron un maximo de
2.15% lo cual afirma la precision del método. También evaluo la precision
intermedia del ensayo en 3 dias consecutivos con 5 repeticiones cada uno.
Todos los resultados fueron consistentes con desviaciones estandar relativas

inferiores al 1,7%. 33

En el trabajo de Shu-Xiao Chen, las variaciones intra e interdia totales
estuvieron dentro de 0.68-2.66% y 0.66-2.50% para los doce analitos. Los
estudios de validacion de este método mostraron una buena repetibilidad con

una DSR menor del 3.0% (n = 3) para los analitos investigados “°

(d) Exactitud

Una de las caracteristicas que debe cumplir un método validado es ser exacto;
parametro que expresa la cercania entre el valor que se acepta como verdadero
o de referencia y el valor encontrado®. Para ello, a 16.96 mg del extracto de
maca negra que fue pesada en una fiola de 2 mL se le agrego6 el volumen
necesario para fortalecer la muestra con una concentracion de 1pg/mL de cada
estandar antes de ser enrasada luego se procedi6 a filtrar para ser inyectada en el
equipo.

Como se puede observar en la Tabla 18, el porcentaje de recuperacién obtenido
para cada macamida analizada tiene un rango de 80.91 a 101.26 %, criterios
aceptados para métodos cromatograficos, asi mismo remarcar que son valores
parecidos a los obtenidos en las investigaciones que se detallan a continuacion.
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Tabla 18. evaluacion de la exactitud del método

©) ) (5) (11)

muestra | M + Std | muestra | M+ Std | muestra | M + Std | muestra | M + Std

0.3298| 1.1362| 72.4243| 73.5619 44378 | 5.5838 1.528 2.442

0.3377| 1.1453| 72.4227| 73.7006 4.6104| 5.5941| 1.2161 2.4447

0.3179| 1.1311| 72.9112| 73.4227 4.4738| 5.3448| 1.2259 2121
Promedio | 0.3285 | 1.1375 | 72.5861 | 73.5617 | 4.5073 | 55076 | 1.3233 | 2.3359
DS 0.0100 | 0.0072 | 0.2816 0.1390 0.0911 | 0.1411 | 0.1773 | 0.1861
Recup. % 80.91 97.57 100.02 101.26

McCollom reporta el porcentaje de recuperacion obtenido con el estdndar de N-
bencilhexadecanamida de 100.2% + 4.7, valores cercanos a los obtenidos con
nuestras 4 macamidas analizadas.

Las tasas de recuperacion resultantes en el trabajo de Ganzera et al., estuvieron
entre 97.11 - 102.56%; estos datos los relacionan con la integridad del tratamiento
de la muestra, enfocado en el procedimiento de extraccion, asi como la filtracién

de muestra®.

Shu-Xiao Chen concluye que el método analitico desarrollado durante su trabajo
de investigacién, fue lo suficientemente preciso, sensible para la evaluacion
cuantitativa simultdnea de las doce macamidas y macaenos principales en
hipocotilos de Maca, presentando una recuperacion global de 96.50 a 101.80% (n

= 3) para los analitos.*®

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE MACAMIDAS EN
LOS EXTRACTOS PENTANICOS

Una vez obtenidos los extractos y elegidos los parametros cromatograficos, se
procedio a la identificacion y cuantificacion de las macamidas presentes en cada
variedad de maca.
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Para ello se probd en un inicio con 5mg de extracto disueltos en 5mL de metanol,
donde después de compararlo con los estandares solo se identificaba a la
Hexadecanamida y a la Octadecanamida. Por ello, es que se decide aumentar la
cantidad de extracto a un peso alrededor del 30mg en 5mL, asi como el rango de
la curva de calibracion (como se mencion6 anteriormente). En la Figura 32 se

muestra la corrida del extracto pentanico de maca roja.

. 20.720, 1E79B1L

26.DE3, 113381
56,455, 30745

llustracion 32. Cromatograma del analisis del extracto de maca roja

Con la idea de eliminar los componentes no deseados, que eluyen entre los
primeros 10 minutos como se observa en la Figura 32, se hizo un tratamiento
previo en un cartucho de silica (extraccion fase solida) y metanol. Estos
cartuchos fueron preparados en el laboratorio, para ello, el contenedor de plastico
asi como la membrana fueron reciclados de trabajos anteriores y sonicados con
Metanol por 5 min por 4 veces, posteriormente, dejados a secar durante una
noche; mientras que la silica (SiO>) fue activada a 60°C por 2 horas y dejada en
el desecador. Para armar el cartucho, se coloca primero la membrana y se agrega
1.0g de SiO2 y se empaca con ayuda de vacio. Una vez listo se procede a activar
la fase estacionaria de la columna con 2mL de MeOH, luego se coloca la muestra
(2mL de extracto de maca 21mg/5mL) y con ayuda de vacio se deja eluir el
contenido y se va recolectando la solucién, por dltimo, se agregd 2mL mas de

MeOH para extraer la mayoria de compuestos. (Figura 33)

El contenido recolectado fue evaporado, para luego ser reconstituido a 2mL y
analizado por HPLC. Tal como se muestra en el cromatograma (Figura 34) no
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hubo diferencia entre la muestra preparada directamente (linea amarilla), frente
a la pasada por cartucho de fase sélida (linea roja)

lustracion 34. Cromatograma del extracto de maca roja pre-tratado

Motivo por el cual se continu6 con la preparacion de los 3 extractos de forma
directa, como se muestra en la Figura 35, por triplicado y su consecuente

determinacion por HPLC
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La Tabla 19 muestra las concentraciones encontradas en los extractos pentanicos
obtenidos de cada macamida en las tres variedades de maca; donde se evidencio
que en ninguna de las 3 variedades se encontro a la n-benciltetradecanamida (1)
mientras que hay una mayor presencia de la n-bencilhexadecanamida (2), lo que
se puede relacionar con el uso de &cidos grasos sintetizados en la propia planta
a partir de la Acido graso Sinteasa, complejo multienzimatico que tiene como
producto final al &cido palmitico y a partir del mismo se pueden obtener acidos

grasos de mayor tamafio o modificados con insaturaciones o metoxilados.

Cabe mencionar que de la n-bencilhexadecanamida se ha encontrado mas de
5mg por gramo de extracto, en cada una de las variedades. Proporciones que
también se han mostrado en otros trabajos de investigacion.!

Sin embargo, al comparar las cantidades entre las variedades analizadas, se
puede observar que la Maca Amarilla posee mayor cantidad de n-
bencilhexadecanamida (58.14 +1.8mg/g) en comparacion de las otras 2

variedades que no sobrepasan los 20mg/g de extracto.

En cuanto a la n-3metoxibencilhexadecanamida (3) de la misma manera esta en
mayor proporcion en la Maca Amarilla, seguida por la Maca Roja, sin embargo,
la diferencia entre ambas cantidades encontradas no sobrepasa el doble de la

proporcion.

También se pudo identificar y cuantificar la presencia de la n-
bencilioctadecanamida (5) siendo mayor en la maca amarilla que en las otras
dos variedades, con una concentracion de 2.98 + 0.0055 mg/g de extracto,
mientras que en la maca negra se encontré 0.5338 + 0.0184 mg/g. Seria la

segunda macamida importante presente en nuestros extractos.
La (11), fue encontrada en las 3 variedades analizadas, y el patrén fue el mismo

que en el andlisis anterior, donde se encontré6 mayor cantidad en la Maca

amarilla, seguida por la Maca roja y finalmente por la Maca negra; siendo la
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concentracion maxima de 1,3737 £ 0.0107 y la minima de 0.1545 + 0.0317 mg/g

de extracto

Tabla 19. Evaluacion de la concentracion de macamidas en los extractos pentanicos

mg de macamida / g del extracto de Maca Roja
(1) (3) 2) (5) (11)
Promedio - 0.1265 17.3723 0.9247 0.4521
DS - 0.0016 0.4594 0.0122 0.0021
mg de macamida / g del extracto de Maca Negra
(1) (3) 2) (5) (11)
Promedio 0.0449 8.2749 0.5338 0.1545
DS . 0.0052 0.1900 0.0184 0.0317
mg de macamida / g del extracto de Maca Amarilla
(1) 3) 2) (5) (11)
Promedio / 0.2687 58.1362 2.9287 1.3737
DS : 0.0250 1.7951 0.0055 0.0107

Como ya habiamos mencionado, McCollom concluy6é que, en todos los
extractos, la n-bencilhexadecanamida, fue la macamida predominante, sin
embargo, al comparar las diferentes muestras de harina obtenidos de
diferentes proveedores, encontrd que hubo una diferencia en el patron de
macamida. Por ejemplo, el material del proveedor 2 presentaba una cantidad
mucho mayor de n-bencilheptadecanamida, pero casi nada de n-
benciloctadecanamida, mientras que todos los demas materiales vegetales
contenian n-benciloctadecanamida en cantidades mucho mayores que de n-

bencilheptadecanamida®

Ganzera, en su estudio analiz6 nueve productos comerciales de Maca
expendidas en los supermercados de Mississippi and California, donde la
macamida dominante fue la n-bencil hexadecanamida (0,05 a 0,46%); la n-
metoxibencil octadecadienamida solo estuvo presente en cantidades menores
(0.01 a 0.06%).
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Finalmente, se puede mencionar que pese a los resultados encontrados
respecto a la menor cantidad de macamidas presentes en el extracto de maca
negra, este, presenta un mejor efecto neuroprotector sobre células de
neuroblastoma®®, segun el trabajo realizado por Vera L. Karin (2018) lo que
se podria atribuir a la compleja mezcla de otros compuestos activos, como los
flavonoides los cuales son los responsables del color oscuro de dicha variedad
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CONCLUSIONES

1) Se reviso y consolido bibliograficamente las rutas biosintéticas que conllevan

a la formacion de las macamidas en el Lepidium meyenii (Maca).

2) Se obtuvieron los extractos pentanicos por re extraccion del extracto
metandlico total de tres variedades de Lepidium meyenii (Maca) con los
siguientes rendimientos: 1.72, 2.01 y 1.68% para las variedades roja, amarilla

y negra, respectivamente.

3) Se estandarizd el método analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Performance para la determinacion de macamidas, encontrdndose que la
separacion fue posible usando una fase estacionaria C-18 Thermo Scientific,
Hypersil Gold (250x4mm, 5u) con una fase movil mas adecuada fue de
Acetronitrilo (A) y agua-TFA 0.005% (B), usando una gradiente 80:20 (A:B)
de 0 a 24 minutos, luego de 100:0 (A:B), a un flujo de 0.5mL/min. De los
parametros evaluados se puede concluir que el método presentd una linealidad
aceptable para el rango de concentracion de 0.25 a 50 ug/mL sensible con LOD
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y LOQ variaron entre 0.10 y 0.64 ug/mL, lo suficientemente preciso, y con
recuperacion global entre 80.91% - 101.26%

4) Se logro identificar y cuantificar cuatro macamidas en tres variedades de
Lepidium meyenii (Maca), en funcion de los estandares disponibles, siendo la
n-benzylhexadecanamide (2) la mas abundante, detectandose 58.14 +1.8mg/g
de extracto de maca amarilla y de las macamidas restantes se encontraron

concentraciones inferiores a 3mg/g de extracto.
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SUGERENCIAS

1. Determinar y comparar la presencia de macamidas en los productos comerciales
expendidos en la ciudad de Arequipa

2. Comparar la cantidad de macamidas presentes en los hipocétilos frescos de cada
una de las variedades analizadas

3. Plantear una metodologia para sintetizar macamidas que no hayan sido analizadas

en el presente trabajo.
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Concentracion

(ng/mL)
0.25

0.5
1
2
3
4
Coef

Concentracién
(ng/mL)
0.25

0.5
1
2
3
4
Coef

Concentracion
(ng/mL)
0.25

0.5
1
2
3
4
Coef

4904
12004
25713
57362
87004

119697
0.9995

7647
14073
27382
57076
84328

120342
0.9975

4362
10176
20797
44223
68160
92334
0.9997

1)
5129
12578
25803
56816
87518
121869
0.9989

®)
7866
13758
26844
56723
86239
115149
0.9996

(2)
4356
10156
20525
43442
68364
92467
0.9994

ANEXO 1

4949
12100
26370
57054
86940

121352
0.9992

7688
14036
28128
56726
85477

121854
0.9976

4507
8979
21244
43212
70525
92416
0.9988
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Promedio
4994.00
12227.33
25962.00
57077.33
87154.00
120972.67
0.9993

Promedio
7733.67
13955.67
27451.33
56841.67
85348.00
118943.33
0.9987

Promedio
4408.33
9770.33

20855.33

43625.67

69016.33

92405.67

0.9993

DS
119.0588
307.4562
356.1924
273.7468
316.8533

1134.5996
0.0003

DS
116.4231
172.1811
644.8018
202.9442
962.0088

3323.5864
0.0012

DS
85.5005
685.3877
363.0321
529.9343
1310.5191
67.0994
0.0005

Ccv
2.38
2.51
1.37
0.48
0.36
0.94

Cv
151
1.23
2.35
0.36
1.13
2.79

Ccv
1.94
7.01
1.74
1.21
1.90
0.07
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REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Concentracion

(ng/mL) (5) Promedio DS cv
0.25 12999 12618 12534 12717.00  247.8044 1.95
0.5 22291 22662 23290 22747.67  504.9795 2.22
1 44783 45970 46414 45722.33  843.2344 1.84
2 85848 86461 89076 87128.33  1714.3501 1.97
3 128021 129805 130056 129294.00 1109.5706 0.86
4 176369 177155 176380 176634.67  450.6554 0.26
Coef 0.9992 0.9994 0.9997 0.9995 0.0003
Concentracion
(ng/mL) (11) Promedio DS cv
0.25 3994 3771 3874 3879.67 111.6079 2.88
0.5 8967 8868 9002 8945.67 69.5006 0.78
1 19657 19525 18769 19317.00  479.1492 2.48
2 42169 41621 42543 42111.00  463.7284 1.10
3 67240 67856 64688 66594.67  1679.7016 2.52
4 87313 89526 90493 89110.67 1630.1768 1.83
Coef 0.9991 0.9989 0.9988 0.9996 0.0002
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ANEXO 2
Concentracion (1) Promedio DS oV
(ppm) —
TR (min) 15.007 15.093 15.073 15.063 15.059 0.037 0.24
0.25 4760 5094 4815 4734 4816.833 189.394 3.93
1 26725 25879 25212 25925 26276.667 722.079 2.75
4 107469 111463 108714 108448 109023.500 1712.174 157
16 467077 469962 483417 483275  476961.833  7315.235 1.53
32 978012 968948 960625 986214  969922.833 10178.729  1.05
50 1428028 1425952 1407677 1433059 1419222.400 13832.520 0.97
Coef 0.9982 0.9986 0.9982 0.9979 0.9983 0.001
Concentracion
(ppm) 3) Promedio DS Ccv
TR (min) 20.083 20.087 20.113 20.103 20.104 0.027 0.14
0.25 4983 5162 4876 4845 4972 124.906 2.51
1 27830 27574 29245 28523 28293 750.674 2.65
4 105805 105855 101238 101408 103359.833 2069.262  2.00
16 440940 444661 524215 523353  469795.667 41850.837 8.91
32 882207 893333 1045617 1043290 959283.333 70960.261  7.40
50 1296981 1302919 1382080 1523117  1375194.2 91225.329 6.63
Coef 0.958608 0.95782643 0.9521517 0.95243104 0.95316601 0.93581728
Concentracion @) _
(ppm) Promedio DS cv
TR (min) 20.753 20.763 20.77 20.757 20.76725 0.018 0.09
0.25 4692 5619 4686 4877 5051.6 425.997 8.43
1 21242 21800 21301 21576 22336 1344.410 6.02
4 91098 91409 82875 83720 86908.6667 3614.496  4.16
16 371923 372268 372259 371126 375948.4 9077.816 241
32 739963 744005 742330 741091  755412.167 21059.422 2.79
50 1076511 1083533 1121737 1082204  1105979.5 28528.451 2.58
Coef 0.9979 0.9980 0.9994 0.9981 0.9983 0.9912
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Concentracién (5)

(ppm) Promedio DS cv
TR (min) 26.03 26.08 26.037 26.033 26.0825 0.039 0.15
0.25 6312 6224 6488 6116 6000 459.293 7.65
1 26747 26208 23210 24133 25679 1606.135 6.25
4 92288 93488 85657 96826 93538.5 4303.589 4.60
16 361113 364683 409645 404901 379478 21765.472 5.74
32 731088 736970 822440 820643  777524.833 39206.298 5.04
50 1063985 1071308 1305302 1322982 1176049.5 112785.190 9.59

Coef 0.9982 0.9981 0.9998 0.9996 0.9996 0.9172
Concentracion (11) Promedio DS v
(ppm)
TR (min) 36.533 36.487 36.44 36.46 36.48 0.040 0.11
0.25 3075 2554 2826 3050 2791 233.519 8.37
1 14666 15129 13112 12907 14361.3333  1129.408 7.86
4 54553 55700 53888 55002 54866.5 641.080 1.17
16 259598 259600 235579 237617  259961.833 21122.866  8.13
32 527913 533493 475010 479098 522691.5 37813.513 7.23
50 792884 786460 696700 700030 7440185 52798.821 7.10
Coef 0.9992 0.9986 0.9984 0.9982 0.9963 0.9848
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Representacion grafica de la relacion del area de la absorbancia obtenida en funcion de
la concentracion de la macamida.
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l.- PREAMBULO

El uso de plantas medicinales en el mundo y en especial en nuestro pais que se
caracteriza por una gran biodiversidad, se esta incrementando dia a dia. Lepidium
meyenii (maca) esta considerada como la planta peruana con un alto potencial de
bioprospeccion; en la ultima década, la exportacion de maca aumentoé en casi 5
veces a causa de la demanda de alimentos, en particular con beneficios para la
salud, por lo que considero que el estudio de plantas con estos potenciales es de
interés. Como quimico farmacéutico he tenido la posibilidad de trabajar con varias
de estas, siendo cautivada por el boom mundial relacionado con el Lepidium

meyenii (maca).

Esta planta crece entre los 3000 a 4000 metros de altitud en las diferentes partes
de la sierra peruana, lo que influye en la cantidad de principios activos presentes
en su hipocotilo, esto debido a factores edafoldgicos, atmosféricos y climéticos.
De aqui nace la idea de determinar las macamidas, principios activos del Lepidium

meyenii (maca), en diferentes variedades de esta planta.

I1.- PLANTEAMIENTO TEORICO

1. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION
1.1.ENUNCIADO:

“Identificacion y cuantificacion de macamidas en tres variedades de

Lepidium meyenii (maca)”

1.2.DESCRIPCION DEL PROBLEMA:

El presente trabajo de investigacion es descriptivo, dentro del area de la
bioguimica de los metabolitos secundarios de las plantas con efectos
farmacol6gicos. Tendra como variables independientes las diferentes
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variedades de Lepidium meyenii (maca) a analizar, asi como su procedencia; y
como variables dependientes la concentracion de las diferentes macamidas

presentes en el extracto pentanico.

1.3.JUSTIFICACION DEL PROBLEMA:

La determinacion de las concentraciones de las macamidas presentes en las
diferentes variedades de Lepidium meyenii (maca), nos permitira en primer
lugar estandarizar el contenido de principios activos de los preparados a base
de este hipocotilo, factor relevante para el uso medicamentoso de dicha planta
medicinal. Por otro lado, nos permitira recomendar la variedad con mayor
contenido de principios activos no solo en su uso sino también para su cultivo

e industrializacion.

Finalmente, el contar con una técnica estandarizada para la identificacion y
cuantificacién de macamidas nos permitira controlar e identificar adulteracion
y falsificaciones en productos comerciales a base de este hipocotilo. Asi como

estandarizar los productos farmacéuticos derivados de esta planta.

2. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Lepidium meyenii (Maca), de la familia Brassicaceae, es una planta herbacea
cultivada en la Cordillera de los Andes Centrales de nuestro pais a
aproximadamente 3.500-4.500 metros de altitud 1. Algunos autores apuntaron
propiedades farmacoldgicas de la Maca en el sistema reproductivo con
aumento de la fertilidad 234, en el rendimiento sexual y funcion eréctil ©, en
la disminucién de la ansiedad y depresion en las mujeres después de la
menopausia’, ademas de la capacidad estrogénica 8, y presentd también, una
funcion anti-proliferativa de la prostata * 11!, La administracion de la Maca
también redujo los efectos producidos por el estrés, con el aumento de los
niveles de corticosterona, y otros parametros relacionados como el tamafio de
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las glandulas suprarenales y ulceras inducidas por estrés, hasta la disminucion
de los acidos grasos libres y niveles de glucosa plasmatica 2. La lipofilicidad
de muchos compuestos de la Maca sugiere actividad sobre el sistema nervioso,
con eso, los efectos sobre el aprendizaje y memoria fueron estudiados en ratas
ovariectomizadas * y en ratas con problemas de memoria inducida por
escopolamina 4.

La maca es rica en metabolitos vegetales secundarios, esto podria explicar los
efectos bioldgicos que se le atribuyen °. Los macaenos y las macamidas
especificos de esta planta, son los principales compuestos activos!®!’. La Maca
puede ser citoprotectora en condiciones de estrés oxidativo al eliminar
radicales libres 18°. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno
(RNS) (en las formas de superoxido, radical hidroxil, peroxil, H20, y
peroxinitrito) estan implicadas en la etiologia de las enfermedades
degenerativas en funcion de la excesiva produccion y liberacion de
neurotransmisores excitatorios, la maca podria prevenir la formacion de los
ROS/RNS.®

Estudios realizados por Alejandro Pino profesor del Massachusetts College of
Pharmacy and Health Sciences (MCPHS), en Boston — EUA. demostraron la
actividad neuroprotectora de los extractos de Maca in-vitro, en neuronas
sometidas a estrés oxidativo con H20- e in vivo, en ratas sometidas a accidente
vascular cerebral isquémico. Se demostré que las macamidas, los principales
compuestos activos de la maca, actian a través del sistema cannabinoide,
inhibiendo el Acido graso amida hidrolasa (FAAH) , lo que sugiere que pueden
actuar en el sistema nervioso central contra el dafio oxidativo en la proteccion
de las neuronas 2% 2122 esto nos orientan a nuevas investigaciones sobre los
agentes de la maca en la prevencion, en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, sentimos la necesidad de investigar
como el Lepidium meyenii (Maca) y sus compuestos especificos (macamidas)
podrian proporcionar la neuroproteccion, asi como también, modificar la
expresion de genes involucrados en la produccion de A sobre los mecanismos

de accion moleculares , dosis y toxicidad.
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McCollom y colaboradores (2005), analizaron las principales macamidas en
muestras de Lepidium meyenii por HPLC; en dicha investigacion se
consignaron cuatro muestras que fueron obtenidas de diferentes vendedores en
Pisac-Perd, dichos hipocotilos fueron identificados, secados y pulverizados;
para proceder a la extraccion de los analitos con éter de petréleo en un shaker
por 24 horas a 150rpm, seguidamente los extractos fueron filtrados y
evaporados a sequedad para el analisis cromatografico.?

En el 2014, Chain y colaboradores de la Universidad de Tucuman-Argentina,
analizaron el extracto no polar de los hipocoétilos de Lepidium meyenii. Para
ello se prepard un extracto a partir de 180g de hipocétilos silvestres secados a
temperatura ambiente por el Método de Soxhlet con n-hexano, se evaporé el
solvente y el extracto crudo fue sometido a una hidrdlisis alcalina y el residuo
se acetil6 con anhidrido acético en piridina seca durante 24 horas. La
cromatografia en columna (CC) del extracto acetilado produjo una fraccion que
contiene una mezcla de macamidas las cuales se analizaron por LC-MS
mostrando la presencia de 12 amidas.?*

Recientemente, Eliana Esparza y colaboradores, publicaron los efectos del
proceso de secado en los niveles de las macamidas bioactivas y de sus posibles
precursores metabolicos durante el secado tradicional e industrial post cosecha.
El secado del tejido vegetal, es un complejo proceso bioguimico en el cual el
grado de dafio a los tejidos y las reacciones subsiguientes durante la desecacion
determina la composicion y viabilidad del producto. En este trabajo los
diferentes tipos de muestra — hipocétilos fueron congelados con nitrdgeno
liqguido y molidos, una porcion de un gramo fue colocada en botellas de
centrifuga de polipropileno que contenian H.O-MeOH precalentado a 70 °C.
Se colocaron en un bafio de agua a 70 °C, con agitacion, durante 1h. Luego se
centrifugé durante 15 min, el sobrenadante fue filtrado al vacio para ser

almacenado en tubos de cultivo de vidrio.?®
3. OBJETIVOS

5) Obtener el extracto pentanico de las diferentes variedades de Lepidium
meyenii (Maca).
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6) Estandarizacion del método analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Performance para la determinacion de macamidas.
7) Identificar y cuantificar macamidas en tres variedades de Lepidium meyenii

(maca).

4, HIPOTESIS

Dado que la composicién en metabolitos secundarios de una planta medicinal
depende de su fenotipo, es probable que las diferentes variedades de Lepidium

meyenii (Maca) presenten diferente composicion en macamidas

I11. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
1.1. RECOLECCION DE LA MUESTRA

Las muestras seran conseguidas del departamento de Junin y estaran
constituidas de las variedades amarilla, roja y negra. Se intentara muestrear la

planta entera para su respectiva identificacion.

Los hipocotilos secados de forma artesanal seran limpiados y triturados para

la respectiva extraccion.

1.2. METODO DE EXTRACCION DE MACAMIDAS

Una vez obtenidas las muestras trituradas se procedera a la extraccién con
metanol por método de Soxhlet. Seguidamente se realizara una extraccion
continua liquido-liquido con solvente organico (pentano), en el cual seran
extraidos compuestos lipofilicos como las macamidas. Finalmente se
procederd a la concentracion del extracto para la identificacion vy

cuantificacion de macamidas.
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1.3. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO PARA LA
IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE MACAMIDAS

Las diferentes macamidas seran donadas por el Massachusetts College of
Pharmacy and Health Sciences University (MCPHS), Boston — USA para la

estandarizacion y cuantificacion de macamidas en los extractos obtenidos.

Se realizarén las pruebas correspondientes para la determinacion de la fase
movil, flujo de corrida y tiempo de corrida. Seguidamente se procedera a la
construccion de la curva de calibracion y estandarizacion del método

analitico.

Finalmente se identificaran y cuantificaran las macamidas presentes en los

extractos obtenidos.
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