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PREFACIO

De 17 a 20 de setembro de 2024, parte da comunidade académica e cientifica da regido da
triplice fronteira (Argentina, Brasil e Paraguai) esteve reunida em Foz do Iguagu, Parana, Brasil,
participando do 5° Congresso de Engenharias e Ciéncias Aplicadas das Trés Fronteiras
(MEC3F). O MEC3F teve como objetivo central enfrentar e fazer frente em superar as barreiras
de interconectividade da pesquisa e formagao de recursos humanos, por meio da cooperacao dos
conhecimentos em temas de ciéncia, tecnologia e inovacao de forma harmdnica entre instituicdes
e grupos de pesquisa de cada um dos trés paises. O evento resultou em 617 participantes
inscritos, 265 Trabalhos enviados, 224 Trabalhos aceitos, 29 Conferéncias/Palestras e 9 Mesas-
redondas, envolvendo quatro tematicas: Saude e Meio Ambiente; Ecologia e Conservagao;
Engenharia e Sustentabilidade e Fisica e Quimica em Energia. O conjunto de trabalhos nos
permitiu uma compreensao e visao da produgdo cientifica regional e local, bem como determinar
nodos onde o interesse comum permite o estabelecimento de colaboragdes para além das
fronteiras. Uma assembleia realizada ao final do congresso decidiu organizar uma rede de
pesquisadores, onde abre possibilidades para promover futuras reunides que servirdo como base
para a constru¢do de workshops com especialistas internacionais. Esses workshops visam
fortalecer esses nodos em um contexto trinacional, permitindo a constru¢do de projetos conjuntos
voltados para o desenvolvimento do territorio. Consideramos que o 50 MEC3F ao reunir 700
cientistas de mais de 10 institui¢des superou todas as expectativas, pois proporcionou um
momento de encontro, de didlogo e de construcdo de pontes entre diferentes olhares sobre o
conhecimento. Por fim, acreditamos que o MEC3F contribui para que nossa regiao se consolide
como um polo de conhecimento e inovagao para nao s6 o bem social, mas também para o
econdmico e cultural, e esse livro dos resumos ¢ o resultado desse esfor¢co. Agradecemos a todos
os participantes, organizadores e patrocinadores por terem feito deste evento um momento
memoravel.

Marcio de Sousa Goes
Comité Organizador do 50 MEC3F-2024
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INTRODUCCION

En el Nordeste Argentino (NEA), la agricultura es
una actividad econdmica clave, con cultivos de
legumbres como Mucuna pruriens (Mp), conocida
como poroto terciopelo. Mp contiene compuestos
bioactivos con propiedades fitomedicinales,
incluyendo Levodopa (L-Dopa, 3-12%), un
precursor de dopamina usado en la medicina
ayurvédica para tratar el Parkinson. (Amarowicz &
Pegg, 2019) (Rai y col.,2020)

El procesamiento de Mp para la produccion de
harinas o preparacion de recetas alimentarias,
genera residuos significativos en forma de vainas
(vMp), que constituyen alrededor del 40% del fruto
y son mayormente desechadas. Las vMp, una
biomasa lignocelulosica, también contienen
compuestos fendlicos (CF) con capacidad
antioxidante (CA). (Chikagwa-Malunga, y col.,
2009) (Avalos y col. ,2023) informaron que la
maceracion convencional empleando etanol al 50
% y el método de decoccion son eficiente para
extraer CF de vMp. Los principales CF detectados
en los extractos de vMp fueron acido cafeico y
acido clorogénico. El rendimiento de los extractos
y las concentraciones de CF totales de vMp fueron
similares a los reportados para semillas empleando
extraccion convencional, aunque ligeramente
menores a los obtenidos por extraccion asistida por
ultrasonido y por microondas. (Dhanani y col,
2015)

Con el objeto de mejorar la obtencion de extractos
de vMp, con alto rendimiento y -elevada
concentracion CF con CA, en este trabajo se realizo
extraccion asistida por ultrasonido. Ademas, dado
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que el extracto es una mezcla de diferentes
compuestos activos e inactivos, se realizd un
fraccionamiento en columna con Sephadex LH-20
para facilitar el estudio y determinar las fracciones
que presentan mayor contenido de CF, CA y
concentracion de L-Dopa.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se trabajo con vainas de Mucuna
pruriens var. utilis provistas por la FEstacion
Experimental ~ Agropecuaria El  Sombrero,
Corrientes del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA).

Obtencion de extracto. La extraccion se realizod
utilizando etanol acuoso al 30% (muestra/solvente
de 1:10, p/v, sobre peso seco), 80 % de amplitud
del ultrasonido durante 10 min. Luego, las mezclas
obtenidas se centrifugaron y filtraron para eliminar
el residuo sdlido. Las soluciones se concentraron
empleando rotavapor y luego liofilizador.
Fraccionamiento del extracto. Se realiz6 mediante
cromatografia en columna, siguiendo la
metodologia propuesta por Pizzolitto y col. (2013),
con pequefias modificaciones. Brevemente, el
extracto disuelto en etanol 30%, se sembrd en una
columna empacada con de Sephadex LH-20 (2.5
cm x 18 cm) y se eluyd sucesivamente con etanol
absoluto (100 mL), etanol acuoso 90% ,80%,60%
(100 mL), 40 %,20% (50 mL) y agua bidestilada
(50 mL). Se recogieron aproximadamente 5 mL de
eluyente en tubos de ensayos, con un flujo de 1
mL/min. Se realizd barrido espectral dentro del
rango UV-vis (200-800 nm) y se evaluo el
contenido de fenoles totales (CFT) con Folin-
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Ciocalteu (ver abajo), de la mezcla de cada tubo.
En base a los resultados, las mezclas de los tubos
fueron combinadas en fracciones. Las soluciones
se concentraron mediante evaporacion rotatoria, se
liofilizaron, se pesaron y finalmente se
almacenaron a -20°C.

Contenido total de fenoles (CTF).

Se determind CFT utilizando el ensayo de Folin-
Ciocalteu segun lo descrito por Siddhuraju y
Becker (2003)., con ligeras modificaciones. La
absorbancia de la solucion se midi6 a 750 nm. Se
construy6 una curva de calibracion utilizando
acido galico como estandar. El CFT se expresa
como mg de equivalente de acido galico (EAG) por
gramo de extracto crudo o fraccion (EAG/g).

Contenido total de orto-difenoles (CTOD).

El CTOD se determind segin lo descrito en
Granato y col. (2016). Se utilizd una solucion de
molibdato de sodio al 5 % en etanol al 50% como
reactivo. La absorbancia se midio a 370 nm. Se
construyd una curva de calibracion con acido
cafeico como estandar. E1 CTOD se expresa como
mg de equivalente de acido cafeico (EAC) por
gramo de extracto crudo o fraccion (EAG/g).

Contenido total de flavonoides (CTFla).

El CTFla se determind utilizando el método
colorimétrico descrito en Granato y col (2016). La
muestra diluida se mezcl6 con una mezcla de AICIs
+ NaNO:. La absorbancia de la solucion se midio a
510 nm. Se construyé una curva de calibracion
utilizando (+)-catequina como estandar. El CTFla
se expresa como mg de equivalente de (+)-
catequina (EC) por gramo de extracto crudo o
fraccion (EC/g).

Estimacién de la capacidad antioxidante.
Capacidad estabilizadora del radical
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Se determiné utilizando el método propuesto por
Brand-Williams y col. (1995) con ligeras
modificaciones. La absorbancia de la solucion se
midio a 517 nm. La capacidad antioxidante total de
la muestra se determiné mediante la generacion de
una curva de calibracion de soluciones estandar de
Trolox.

2,2-
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Estimacion de la capacidad antioxidante.

Poder antioxidante reductor del hierro (FRAP).
El ensayo se realizo segun lo descripto por Benzie
y Strain (1996), adaptado a microplaca de 96
pocillos. La absorbancia de la solucion se midi6 a
593 nm. La capacidad antioxidante total de la
muestra se determiné mediante una curva de
calibracion de soluciones estandar de Trolox. Los
resultados se expresan como milimoles de
equivalente de Trolox (TE) por gramo de extracto
seco o fracciones.

Para la lectura de absorbancia en los ensayos se
utilizd un lector de microplacas (Multiskan GO,
Thermo Scientific, Finlandia)

Identificacion y cuantificacién de L-Dopa por
UPLC-MS/MS y anélisis MRM.

Se utilizé un sistema de cromatografia liquida de
ultra alta resolucion (UPLC) (Shimadzu), acoplado
a un espectrometro de masa AB Sciex 4500 Q trap,
equipado con una fuente de ionizacion por
electrospray (ESI).

La optimizacidon de los parametros del MS para
cada transicion se llevo a cabo mediante infusion
directa de una solucion estandar.

Se utiliz6 una columna C18 marca Shimadzu y el
gradiente y método cromatografico descripto por
Avalos y col. (2023).

El espectrometro de masa se operd en modo
positivo. Se realizo andlisis full scan seguido de
Product Ion y MRM para determinar los
fragmentos productos y transiciones especificas en
los estandares de L-Dopa y posteriormente en las
muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la extraccion asistida por ultrasonido se
obtuvo un rendimiento del 13,8% de extracto de
vMp, superior al obtenido con el método
convencional (6,1%) y la decoccion (12,5%)
(Avalos y col. ,2023).

En la separacion cromatografica del extracto, se
recogieron 96 tubos por columna. Luego, se realizd
un barrido espectral en el rango UV-visible (200-
800 nm) (Fig. 1a) y se evaluo el CFT (Fig. 1b). En
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base a estos resultados, los tubos se combinaron
en 12 fracciones (F1-F12).

En la Tabla 1, se observa que las fracciones F4,
F5 y F6 exhiben un alto contenido de CFT,
siendo la F4 notablemente superior en
comparacion con las otras fracciones y el
extracto de vMp. Ademads, estas fracciones
muestran  los niveles mas altos CTFla.
Especificamente, la F6 presenta el valor mas
elevado para CTOD, dos veces mayor que el
obtenido por el extracto. En términos de
CA evaluada mediante ensayo con DPPH, se
observa una mayor inhibiciéon en las fracciones
F4 y F5, superando la CA del extracto puro.
Del mismo modo, los valores de capacidad
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antioxidante determinados por FRAP son mom

significativamente mas altos en las fracciones 7 Al
F4 y F5, superando ampliamente la CA del o -
extracto. 07 -
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determinado mediante =~ UPLC-MS/MS,  se 2,.] e
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Fig. 1. a) Espectros de absorbancia UV-Visible y b)
contenido de fenoles totales de las soluciones en los tubos
obtenidos mediante cromatografia con Sephadex LH-20

Tabla 1. Rendimiento, compuestos fitoquimicos y capacidad antioxidante del extractos y fracciones de vMp

Compuestos fitoquimicos Capacidad antioxidante L-Dopa

Rendimien CTF CTOD CTFla DPPH teac FRAP mg L-

to (mg GAE/g) (mg CAFE/g) (mg CAE/g) (mmol (mmol ET/g) DOPA

(%) ET/g) %

Ext 13.8 285.96 = 1.30 5827 +£0.07 5422 +1.79 5.52+0.13 2.12+0.09 5.80
FO1 7.9 27.17+£1.20 5.31+0,14 2428 +£1.28 2.67 £0.09 1.00 +0.01 ND
F02 23.7 33.23+1.07 4.11£0.16 24.50 £ 1.64 2.50£0.13 0.79+£0.03 1.02
F03 6.6 161.07 £3.76 24.39 +£0.45 88.25+2.47 4.54 £0.05 2.75+0.12 1.60
F04 3.1 1470.08 £37.51  62.40+0.56  866.37+33.00 6.63 +0.09 4.56+£0.23 0.13
FO5 4.0 523.83 £25.10 52.05+£1.67 237.09+10.81 6.87 +0.20 5.04 +£0.04 0.15
F06 10.2 375.83 £7.08 22.80 £0.98 130.19+£5.52 4.21+0.08 2.94 +£0.05 ND
F07 6.8 138.35+1.14 19.10 £ 0.07 80.25 +4.02 241+£0.13 1.47 £0.01 ND
FO8 7.8 173.47+£3.13 22.18+£0.07 51.81 £1.99 3.81+£0.20 1.22+£0.04 ND
F09 4.5 94.56 +1.88 19.90 £ 0.04 26.85+1.11 2.27+0.13 0.75 £ 0.03 ND
F10 3.5 75.84 £7.26 14.06 + 0.06 55.18£2.30 0.03 +£0.00 0.74 +£0.04 ND
F11 2.3 108.55+7.29 21.97£0.85 59.89 £2.58 0.08 +0.00 0.62 +£0.02 ND
F12 1.2 8.30 +£0.39 35.52£1.10 69.13 £ 3.00 0.02 +0.00 0.37 +£0.01 ND

Los datos se expresaron como media + desviacion estandar (n = 3)
ND: No se detecta L- DOPA
El rendimiento de las fracciones se basé en 407.30 mg de extracto crudo sembrados en 7 columnas
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CONCLUSIONES

La extraccion asistida por ultrasonido proporciona
mayores rendimientos de extracto que los métodos
convencionales, reduciendo el tiempo de proceso.
El fraccionamiento del extracto de vMp con
cromatografia en columna Sephadex LH-20 ha
demostrado ser efectivo para obtener fracciones
con elevada CA.

Esta informacion es la base para identificar,
purificar y cuantificar los compuestos fenolicos
responsables de la actividad antioxidante en vMp,
con potencial aplicacion en las industrias
alimentaria, cosmética y farmacologica.
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