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Editorial

Este afio del 5 al 12 de julio se realizara el 47° Congreso Mundial de Quimica IUPAC en la
ciudad de Paris, Francia. Lo relevante de ese evento es que también se conmemora los 100
aflos de la IUPAC con el lema “Frontiers in Chemistry: Let’s créate our Future”.

Es preciso recordar que el primer Congreso Internacional de Quimicos tuvo lugar del 3 al 5 de
septiembre de 1860 en la ciudad alemana de Karlsruhe con el objetivo de definir los términos
"atomo", "molécula" y "equivalencia", necesarios para la comprension entre los quimicos de
esa época. A ese congreso asistieron 127 quimicos que procedian de los siguientes paises: 57
de Alemania, 21 de Francia, 18 de Gran Bretafia, 7 de Rusia y Austria-Hungria, 6 de Suiza,
3 de Suecia y Bélgica, 2 de Italia y 3 de otros paises. Entre los asistentes se puede citar a
Bunsen, Adolf von Baeyer, Emil Erlenmeyer, von Fehling, Carl Fresenius, Kopp, Friedrich
Beilstein, Jean-Baptiste Boussingault, Dumas, Arnould Paul Edmond Thénard, Cannizzaro,
Dmitri Mendeleyev, Lothar Meyer, entre otros destacados cientificos.

A partir de 1860 se celebraron més congresos de quimica, tanto mundiales como regionales
que han contribuido no solo a ponernos de acuerdo con los términos quimicos, sino también
a divulgar nuestras investigaciones, a estrechar lazos de amistad, realizar alianzas formales
o informales, a difundir entre los jovenes esta hermosa ciencia y en algunos casos a dejar en
claro algunas posiciones cientificas sobre los problemas mundiales como son el hambre, las
enfermedades, el cambio climatico, entre otros.

Las secciones del 47° Congreso Mundial de Quimica IUPAC son quimica para la vida, quimica
para la energia recursos, quimica para el ambiente, quimica y sociedad, educacion quimica,
entre otros. Como siempre, muchos quimicos que laboran en la diversas empresas asi como
los académicos que estan en universidades e institutos de investigacién nos reuniremos en
Paris para celebrar los 100 afios de la IUPAC, institucion a la cual muchos quimicos estamos
afiliados, para reencontrarnos, reforzar los lazos de cooperacion e intercambio, crear nuevas
alianzas y aportar con nuestras investigaciones al desarrollo de la ciencia quimica necesaria
para elevar la calidad de vida de la humanidad cuidando al mismo tiempo nuestro medio
ambiente y asi crear un mejor futuro por medio de la quimica.

Dr. Mario Ceroni Galloso
Miembro afiliado IUPAC
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EVALUACION DE LA CALIDAD DEL DESTILADO ALCOHOLICO
DE ANIS VERDE (Pimpinella anisum L.) OBTENIDO POR
DESTILACION FRACCIONADA

Clesez Tunqui Quispe™, Alexia Pardo Figueroa Dianderas®, Gustavo Tejada Flores®,
Ivette del Rosario Cjuro Farfan®

RESUMEN

En este trabajo de investigacion se evalu6 la calidad del destilado alcoholico de anis verde
(Pimpinella anisum L.) obtenido por destilacién fraccionada en una columna de uno
(01), dos (02) y tres (03) platos; el cual es un producto intermedio para la elaboraciéon de
anisado. El proceso productivo contemplo la mezcla de aguardiente y granos de anis verde
para su posterior maceracion, una vez obtenido el macerado, se procedid a su destilacion
en un alambique de columna fraccionada. La metodologia para la evaluacion consistié en
la realizacion de analisis organoléptico, fisicoquimicos, espectroscopicos (UV-visible) y
cromatograficos (CCF, CLAE y CG/EM). Se realizaron cinco (05) corridas de produccion para
obtener cinco (05) muestras de destilado por cada tamafio de columna (uno, dos y tres platos).
En general, el destilado alcohdlico de anis verde se caracterizo por la elevada presencia de
compuestos carbonilicos, y moderada presencia de compuestos insaturados y carbohidratos.
Los analisis de CCF, CLAE y CG/EM evidencian la presencia de trans-Anetol. En funcion
a sus caracteristicas se concluyoé que el mejor destilado para la formulacion de anisados es el
obtenido en la destilacion con dos (02) platos.

Palabras clave: anis verde (P. anisum L.), destilado alcoholico, destilacion fraccionada,
trans-Anetol.

ASSESSMENT OF THE QUALITY OF THE GREEN ANISE
(PIMPINELLAANISUM L.) ALCOHOLIC DISTILLATE OBTAINED
BY FRACTIONAL DISTILLATION

ABSTRACT
In this research work, it was evaluated the quality of the green anise (P. anisum L.) alcoholic

distillate obtained by fractional distillation in a column of one, two and three plates; which is
an intermediate product for the production of aniseed. The production process involved the

“tFacultad de Quimica, Universidad Nacional de San Agustin, Calle Santa Catalina N° 117, Arequipa, Perq,
cleseztq1402@gmail.com

® Facultad de Ingenieria y Computacion, Universidad Catélica San Pablo, Quinta Vivanco S/N Urb. Campifia
Paisajista, Arequipa, Peru.

¢ Facultad de Ingenieria de Procesos, Universidad Nacional de San Agustin, Calle Santa Catalina N° 117,
Arequipa, Perti.
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mixture of schnapps and green anise grains for subsequent maceration. The macerated was
distilled in a fractional column pot still. The evaluation methodology included organoleptic,
physicochemical, spectroscopic (UV-visible) and chromatographic (TLC, HPLC and GC/
MS) analysis. In order to obtain five samples for each column size (one, two and three
plates), five production runs were carried. In general, the alcoholic distillate of green anise
had characterized by the high presence of carbonyl compounds, and the moderate presence
of unsaturated compounds and carbohydrates. The analysis of TLC, HPLC and GC/MS
demonstrate the presence of frans-Anethole. Based on its characteristics, it was concluded
that the best distillate for the production of aniseed is obtained in the distillation with two
(02) plates.

Key words: green anise (P. anisum L.), alcoholic distillate, fractional distillation, trans-
Anethole.

INTRODUCCION

Elanis (P. anisum L.) es una planta herbacea muy aromatica; su aceite esencial se utiliza como
aditivo, aromatizante y saborizante en las industrias alimentaria, farmacéutica, cosmética,
entre otras'. En estudios referentes al anis verde, se ha demostrado que su aceite esencial
posee una composicion variable de metabolitos secundarios seglin la zona de la que proviene,
el tiempo de cosecha y el clima; metabolitos de los cuales los mas importantes son el trans-
Anetol y el p-Anisaldehido®. Se ha evidenciado que no existen estudios, investigaciones
ni informacion especificamente sobre la caracterizacion del destilado alcohdlico de anis
verde obtenido por destilacion fraccionada, sin embargo, existen trabajos de investigacion
que describen y determinan las caracteristicas del aceite esencial de anis verde***5. La
empresa donde se realizo la investigacion actualmente produce anisados a base de destilado
alcoholico de anis verde (P. anisum L.), pero no ha realizado estudios sobre las principales
caracteristicas y componentes del destilado obtenido por destilacion fraccionada en columna
de uno (01), dos (02) y tres (03) platos. Por esta razon, el objetivo de la investigacion fue
evaluar las propiedades de los tres (03) destilados alcohdlicos de anis verde (P. anisum L.)
e identificar, seglin la evaluacion de sus caracteristicas, cual de los tres (03) es el mejor para
formular anisados.

PARTE EXPERIMENTAL
Lainvestigacion se realizo en el Laboratorio de Quimica Organica de la Universidad Nacional
de San Agustin (Arequipa, Perti), Laboratorio de Control de Calidad de la Universidad
Catolica de Santa Maria (Arequipa, Peru) e instalaciones de una industria licorera productora

de anisados (Arequipa, Peru).

1. Identificacion taxonémica del anis verde
En la tabla 1 se muestra los resultados de la identificacion taxondmica del anis verde.

Rev Soc Quim Peru. 85(2) 2019
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Tabla 1. Identificacion taxonémica del anis verde.

Clasificacion cientifica

Reino Plantae Divisién Magnoliophyta Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae Orden Apiales Familia  Apiaceae
Subfamilia  Apiodeae Género Pimpinella Especie  P. anisum L.

Fuente: Herbarium Areqvipense (HUSA) Universidad Nacional de San Agustin.

El ejemplar de la especie en estudio (P. anisum L.) fue depositado e identificado en el herbario
“Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin.

2. Muestreo y preparacion de las muestras

Para que las muestras sean representativas, se controlaron y estandarizaron los siguientes
parametros: masa de anis verde, grado alcohdlico y masa del aguardiente, tiempo de
maceracion, y masa del macerado que se carga al alambique. El muestreo se realizé en una
empresa licorera, especificamente en el area de produccion del destilado de anis.

Se inicio el proceso productivo con la formulacion y masado de 115,85 kg de aguardiente,
masado de 12,60 kg de anis verde, y maceracion por 15 dias en tanques de acero inoxidable
de 200 L de capacidad. Luego, se transporto el macerado a la olla de coccion de cobre del
alambique de columna fraccionada (propiedad de la industria licorera en la que se realizo el
trabajo) con tres (03) platos para su destilacion, proceso que se repitié cinco (05) veces para
obtener las muestras. Se siguio el mismo proceso para el muestreo de destilado obtenido
en un alambique de dos (02) y de un (01) plato. El alambique posee un sistema clamp que
permite retirar y colocar platos de destilacion segin el nimero de platos con el que se desee
trabajar. Las muestras fueron tomadas en quince (15) corridas de produccion (05 por cada
tamafio de columna), todas por un volumen de 500 mL y correctamente rotuladas para su
analisis por triplicado. El muestreo se realizé basandose en la NTP 319.079.1974¢.

3. Analisis organoléptico

Las muestras fueron analizadas por personas con experiencia en cata de bebidas alcohdlicas
(trabajan en la industria licorera productora de anisados) siguiendo las normas NTP-ISO
11035:20097 y NCh1078 y los datos colectados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Ponderaciones para el analisis organoléptico de destilado de anis verde.

. Estado
Nivel Sabor Color Olor .
fisico
o . Café oscuro, Etandlico, ligeramente Liquido
1 Acido y picante . . e ,
amarillento y turbio aromatico a anis opalescente
Intensamente acido, AIncoloro, Ligeramente aromatico Liquido
2 . ligeramente . L
ligeramente dulce . a anis, penetrante cristalino
amarillento
Picante, acido, ligeramente . Intensamente aromatico
3 Incoloro cristalino . -
dulce a anis, agradable.
4 Dulce, ligeramente acido ) - -
5 Muy dulce, aromatico y ] ) )

ligeramente acido
Fuente: Elaboracion propia.
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4. Analisis fisicoquimico

Se midieron las variables siguiendo métodos, procedimientos, lineamientos y/o
especificaciones establecidas y reguladas.

- Grado alcohdlico: Se midi6 segun la norma NTE INEN 340°.

- Densidad: Se midi6 segiin la norma NTP ISO 279: 2011'°.

- Acidez: Se midi6 segun la norma NTP 211.027:2003'".

- Punto de ebullicién: Se midi6 segtin el método semi micro.

- Indice de refraccién: Se midio segin la norma NTP ISO 280:20112.

- lIndice de esteres: Se midi6 segtin la norma NTP 319-088 INDECOPI"3.

- Indice de carbonilos: Se midi6 segun la norma NTP 319.078:1974'4,

5. Analisis espectroscopicos y cromatograficos

5.1. Espectroscopia UV-visible

El equipo que se utiliz6 para la determinacion de la longitud de onda de los estandares
(trans-Anetol y p-Anisaldehido) fue un espectrofotometro UV-visible modelo GENESYS
10S con software Vision lite, lampara de xenon y rango de longitud de onda de 190 a 1100
nm. Se realiz6 un barrido espectral a un rango de 200-400 nm; para lo cual se prepard una
solucion de 0,1 pL de trans-Anetol /10 mL de etanol p.a. y 0,1 uL de p-Anisaldehido/10
mL en etanol p.a.

5.1.1. Determinacion de la curva de calibracién

Para el caso del trans-Anetol, la curva de calibracion se realizd con etanol p.a. y estandar
de trans-Anetol. Se prepard una solucion madre de 12,3 mg/L en 100 mL y después se
realizaron diluciones. A partir de la curva se obtuvo la ecuacion de regresion lineal Y =
0,4607x, con un R = 0,9918. Para el caso del p-Anisaldehido, la curva de calibracion se
realizd con etanol p.a. y estandar de p-Anisaldehido. Se prepard una solucion madre de
12,3mg/L, en 100 mL y después se realizaron diluciones. A partir de la curva se obtuvo la
ecuacion de regresion lineal Y = 0,0499x — 0,0044, con un R = 0,9991. Las muestras de
destilado fueron centrifugadas, filtradas y diluidas 10 puL en una fiola de 10 mL.

5.2. Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Mediante esta técnica se determina cualitativamente la presencia de compuestos
mayoritarios. Se inicid con la preparacion de la camara cromatografica; se coloco en la
camara acetato de etilo: tolueno (7:93), se homogenizé por agitacion y se dejé reposar
por 10 minutos. En las cromatoplacas de Silicagel 60 F,,,, con soporte de vidrio de 20x20
cm, adquiridas en Merck Peru; se trazo una linea de base a una distancia de 1,5 cm por
encima de la base de la placa y luego se realiz6 la activacion en una estufa a 60 °C por un
periodo de 1 hora. Posteriormente se realizo el sembrado de las muestras, extrayendo 5 uLb
y colocandolos por encima de la linea de base, a continuacion se introdujo en la camara
que debe ser cerrada herméticamente. Cada 5 minutos fue verificado que el solvente no
rebase la linea marcada en la cromatoplaca (L = 1,5 cm). Se utilizé como fase estacionaria
metanol, y para la revelacion se utilizo revelador H SO,: Vainillina y Lampara UV de 254
nm.
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5.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

Las corridas se realizaron en un cromatoégrafo tipo LACHROM LITE — CLAE, con
bomba cuaternaria de baja presion, detector de diodos, espectrofotometro UV-visible,
automuestreador y una columna RP C18 de 125 mm. Se utilizaron como fase moévil y
estacionaria metanol grado CLAE y una columna RP C18 125 mm, con una velocidad de
flujo de 1 mL/min, una temperatura de columna de 30 +1°C, y un volumen de inyeccion de
muestra de 20 puL. Los estandares y las muestras fueron filtrados en una membrana fina de
0,45 pm para llevar a cabo una corrida de cada uno de ellos a 265 nm, obteniendo un tiempo
de retencion de 12,440 min para el trans-Anetol y de 2,873 min para el p-Anisaldehido.
Las muestras fueron preparadas en una solucién de metanol:agua ultra pura (50:50) y
se realizaron las corridas por triplicado. Esta técnica se utilizO para determinar la
concentracion de los componentes mayoritarios (frans-Anetol y p-Anisaldehido) en las
muestras, utilizando como referencia los estandares correspondientes a una concentracion
de 99,99 %. Este analisis fue realizado por un Laboratorio de Control de Calidad Acreditado
por INACAL.

5.4. Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM)

El equipo que se utilizo fue un cromatégrafo SHIMADZU GC-2010, version 2100; con
detector de ionizacion a la llama y espectroscopia de masas, con columna capilar SPD
20, inyector automatico. La corrida se realizd en las siguientes condiciones: temperatura
de columna 45 + 3°C, temperatura de inyeccion de 250°C, temperatura de deteccion de
300°C, y fase estacionaria Helio. Las muestras fueron preparadas en una solucion de
Hexano (5 uL/10 mL de solvente) y luego fueron filtradas. Este analisis fue realizado por
un laboratorio de control de calidad acreditado por INACAL.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Analisis organoléptico

En la tabla 3 se muestran los resultados del analisis organoléptico realizado a las muestras de
destilado alcohdlico de anis verde obtenidas con uno (01), dos (02) y tres (03) platos.

Tabla 3. Resultados del andlisis organoléptico.

Variable 01 plato 02 platos 03 platos
Sabor Picante, 4cido, Muy dulce, aromatico y li Dulee,

ligeramente dulce (3) ligeramente acido (5) 1ge.ramente

acido (4)

Color Incoloro, ligeramente Incol stalino (3 Incoloro
amarillento (2) neoloro cristalino (3) cristalino (3)
. Ligeramente

Ligeramente - o

Olor aromético a anis y Intensamente aromético a aromatico a

penetrante (2)

Liquido cristalino
ligeramente
opalescente (1,5)

Estado fisico

anis, agradable
(2.5)

anis, agradable (3)

Liquido

Liquido cristalino (2) cristalino (2)

Fuente: Elaboracion propia.
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Elsabory el olor son las caracteristicas mas importantes para valorar la calidad del destilado y
diferenciarlos. Los resultados confieren al destilado obtenido con dos (02) platos las mejores
caracteristicas organolépticas para ser utilizado como insumo principal en la elaboracion del
producto final al cual esta destinado.

2. Analisis fisicoquimicos
En la tabla 4 se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados a las muestras
de destilado alcoholico de anis verde obtenidas con uno (01), dos (02) y tres (03) platos.

Tabla 4. Resultados de los analisis fisicoquimicos.

Variable 01 plato 02 platos 03 platos
Grado alcohdlico 61,00 61,23 60,08
Acidez 2,541 3,217 3,415
Densidad 0,9099 0,9091 0,9119
Indice de refraccion 1,363 1,362 1,363
Punto de ebullicion 83,2 81,2 81,2
indice de éster 8,31 7,62 6,78
Indice de carbonilos 8,22 15,15 22,12

Fuente: Elaboracion propia.

El destilado obtenido con dos (02) platos tiene 61,23° GL, un mayor grado alcohélico que
el obtenido con uno (01) y tres (03) platos, lo que indica que se da una mejor separacion y
arrastre de compuestos aromaticos. Respecto a la acidez, el destilado obtenido con un plato
presenta menor acidez, sin embargo, esta se ve afectada con el paso del tiempo debido a
la oxidacion de alcoholes, aldehidos e hidrolisis de los ésteres presentes. En el caso de la
densidad, el destilado obtenido con tres (03) platos tiene mayor densidad, es decir, mayor
cantidad de extractos (sustancias no volatiles) que los otros destilados.

El indice de refraccion (IR) es una variable que guarda relacion con la composicion quimica:
si hay predominancia de compuestos bencénicos el IR es mayor a 1,50 y si no la hay, el IR es
proximo a 1,45. Los indices de refraccion de destilados obtenidos con uno (1), dos (02) y tres
(3) platos son similares, con predominancia de compuestos no aromaticos. Respecto al indice
de éster, es menor en los destilados obtenidos con dos (02) y tres (3) platos, lo que indica la
presencia de ésteres de baja masa molecular. El indice de carbonilos del destilado de tres
(03) platos es 22,12 %, mientras que de los destilados de un (01) plato y dos (02) platos son
8,22 y 15,15 %, respectivamente; es decir, el de tres (03) platos tiene mayor presencia de
aldehidos y cetonas.

3. Analisis cromatograficos y espectroscopicos
3.1. Espectroscopia UV-visible
En las tablas 5 y 6 se muestran los resultados de los analisis de Espectroscopia UV-visible
realizados a las muestras de destilado alcohdlico de anis verde obtenidas con uno (01), dos
(02) y tres (03) platos.

Rev Soc Quim Peru. 85(2) 2019



Evaluacion de la calidad del destilado alcohdlico de anis verde (pimpinella anisum 1.) Obtenido ... 135

Tabla 5. Resultados de los analisis de Espectroscopia UV-visible: concentracion de
trans-Anetol (mg/L).

Prueba 01 plato 02 platos 03 platos
P1 (mg/L) 1,09 1,02 1,45
P2 (mg/L) 1,08 1,16 1,35
P3 (mg/L) 1,12 1,09 1,26
P4 (mg/L) 1,08 1,09 1,26
PS5 (mg/L) 0,95 1,16 1,36

Fuente: Elaboracion propia.

El destilado obtenido con tres (03) platos tiene mayor concentracion de trans-Anetol que los
obtenidos con uno (01) y dos (02) platos.

Tabla 6. Resultados de los analisis de Espectroscopia UV-visible: concentracion de
p-Anisaldehido (mg/L).

Prueba 01 plato 02 platos 03 platos
P1 (mg/L) 5,02 4,26 4,86
P2 (mg/L) 5,82 4,12 4,76
P3 (mg/L) 4,74 4,90 4,72
P4 (mg/L) 5,12 4,58 4,72
PS5 (mg/L) 5,74 4,64 5,82

Fuente: Elaboracion propia.

El destilado obtenido con dos (02) platos presenta una menor concentracion de p-Anisaldehido,
motivo por el cual existe una menor probabilidad de incrementar su acidez con el tiempo; es
decir, es mas estable.

3.2. Cromatografia en Capa Fina

En la figura 1 y en la tabla 7 se muestran los resultados de la cromatografia en capa fina
realizada a las muestras de destilado alcohdlico de anis verde obtenidas con uno (01), dos
(02) y tres (03) platos.
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-

F1 M STD1 F2 M STD2 F3 |

Linea de Base

Figura 1. Resultados de los analisis de Cromatografia en Capa Fina.
Leyenda: STD1: Estandar de trans-Anetol; STD2: Estandar de p-Anisaldehido; M: Macerado; F1:
Destilado de un (01) plato; F2: Destilado de dos (02) platos y F3: Destilado de tres (03) platos.

Tabla 7. Resultado de los analisis de Cromatografia en Capa Fina (Rf.).

Fase movil Estandar 01 plato 02 platos 03 platos
Tolueno: Acetato trans-Anetol 0,86 0,85 0,85 0,84
de Etilo (7:93) p-Anisaldehido 0,50 0,00 0,00 0,00

Fuente: Elaboracion propia.

La tabla 7 y la figura 1 muestran la relacion de frente que se obtuvo de los destilados, las
cuales se compararon con la relacion de frente de los estandares STD1 (¢rans-Anetol) y STD2
(p-Anisaldehido) indicando la presencia de frans-Anetol y la ausencia de p-Anisaldehido.

3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

La figura 2 muestra los cromatogramas de las muestras de los estandares del p-Anisaldehido
y del frans-Anetol, mientras que en la tabla 8 se presentan los resultados de los andlisis de
CLAE realizados a las muestras de destilado alcohélico de anis verde obtenidas con uno (01),
dos (02) y tres (03) platos.
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Figura 2. Cromatograma del p-Anisaldehido y del frans-Anetol obtenido en los analisis de CLAE.

Tabla 8. Resultados de los analisis de CLAE.

Compuesto 01 plato 02 platos 03 platos
trans-Anetol 0,1164 0,1169 0,1057
Pp-Anisaldehido No detectable No detectable No detectable

Fuente: Elaboracion propia.

El destilado obtenido con dos (02) platos tiene 0,1169 % de trans-Anetol, seguido por el
obtenido con un (01) plato con 0,1164 % y el obtenido con tres (03) platos con 0,1057 %. No
se detectd p-Anisaldehido en ninguna de las muestras.

3.4. Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM)

En las figuras 3, 4 y 5 se pueden observar los cromatogramas obtenidos para las muestras
de destilado alcohodlico de anis verde obtenidas con uno (01), dos (02) y tres (03) platos,
respectivamente; y en la tabla 9 se muestran los resultados de los analisis de GC/EM
realizados a las muestras mencionadas.
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Figura 3. Cromatograma del destilado obtenido con un (01) plato.
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Figura 4. Cromatograma del destilado obtenido con dos (02) platos.
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Figura 5. Cromatograma del destilado obtenido con tres (03) platos.
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Tabla 7. Resultado de los analisis de Cromatografia en Capa Fina (Rf.).

01 plato 02 platos 03 platos
Compuesto - Temmee ey T ey IO
(min) (%) miny P miny P
trans-Anetol 14,62 90,15 14,63 86,83 14,63 88,16
1,4-metano-1H-indeno, 17,75 3,88 ) ) )

octahidro-4-metil

Estragol 13,05 2,09 13,05 1,75 13,06 1,67

Acido ftalico, di-(1-
hexen-5-il) éster

Oxadiazol, metil-3-(1-
piperidil)

18,98 1,77 18,98 1,84 18,98 2,08

17,29 0,71 - - - -

1,4-metanocicloocta|d]
piridacina

2-butanol, 3-.(1-metil-2- _ ) 18,02 0,89 B
fenil)

Etil éster, acido - - 23,63 2,14 23,64 2,53
N-(trifluoroacetil)-N-o,
0',0''-tris - - 16,93 1,99 -
(trimetilsilil)
o-Himachalene - - 17,35 0,68 -
Eicosano 25,04 0,69 - - -

Tritetracontano - - - - 23,77 2,1

- - 17,75 3,88 17,75 3,46

9-endo-hidroxi-9-exo-
etil-biciclo-[4.2.1]-nona- 21,96 0,71 - - -
2,4-dieno

Fuente: Elaboracion propia.

En el destilado obtenido con dos (02) platos se identificaron ocho componentes
predominando el #rans-Anetol con 86,83 %, en los destilados con uno (01) y tres (03) platos
se identificaron siete y seis componentes predominando el trans-Anetol con 90,15 %y 88,16
%, respectivamente. En los tres destilados se tiene un tiempo de retencion de 14,62 a 14,63
min del compuesto mayoritario.

CONCLUSIONES

En general, los destilados obtenidos presentan compuestos carbonilos, insaturados y
carbohidratos, siendo los destilados con dos (02) y tres (03) platos los que presentan el mejor
sabor y olor. Los andlisis de UV-VIS, CCF, CLAE y CG/EM revelan que el compuesto
mayoritario en los destilados es el trans-Anetol. Segun los resultados de los analisis realizados
y los requerimientos del anisado (bebida alcoholica obtenida por aromatizacion de alcohol
con variedades de anis) producido por la industria licorera donde se realizé el trabajo, se
concluye que el destilado de dos (02) platos presenta mejores caracteristicas y presencia de
componentes que lo hacen diferente y mejor que los demas para la formulacion del producto
final.
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA, BIOLOGICAY
MOLECULAR DEL FACTOR DIFUSOR PRESENTE EN EL
VENENO DE LA SERPIENTE Bothrops atrox “JERGON”

Julio Delgadillo?, Dan Vivas?, Edith Rodriguez?, Fanny Lazo?, E. F. Sanchez® y
ArmandoYarlequé**

RESUMEN

La hialuronidasa del veneno de Bothrops atrox fue purificada y caracterizada. Se estudio el
efecto de iones monovalentes y divalentes en su actividad catalitica, mostrando que el ion
magnesio (150 mM) incrementa la actividad en 40 %, mientras que la glicina lo inhibe en
un 44 %. La enzima carece de actividad toxica cuando es administrada en ratones albinos
en ensayos de toxicidad, pero incrementa la accion hemorragica del veneno total sobre la
piel de estos animales. El antiveneno botrépico polivalente, Perti) fue capaz de reconocer
componentes del veneno total de B. atrox, asi como la enzima purificada, en ensayos de
inmunodifusion. El cDNA que codifica para esta hialuronidasa se obtuvo a partir de mRNA
extraido del veneno fresco, y secuenciado. El andlisis de la secuencia de cDNA, de 2020
pb, muestra que contiene un ORF de 1350 pb que codifica para una pre-enzima de 449
aminoacidos, cuyo procesamiento, posiblemente, resulta en una enzima madura de 429
aminoacidos, masa molecular 50 kDa y pl de 9,19, indicando su naturaleza basica, y con 4
probables sitios de N-glicosilacion (Asnl03, Asnlll, Asnl153 y Asn357).

Palabras clave: veneno, serpiente, factor difusor, hialuronidasa, Bothrops atrox.

SOME BIOCHEMICAL, BIOLOGICAL AND MOLECULAR
CHARACTERISTICS OF THE DIFFUSION FACTOR FROM
Bothrops atrox SNAKE VENOM

ABSTRACT

The hyaluronidase from Bothrops atrox venom was purified and characterized. The effect
of monovalent and divalent ions on their catalytic activity was studied, showing that the
magnesium ion (150 mM) increases de activity in 40%, while glycine inhibits it by 44 %. The
enzyme lacks toxic activity, when administered in albino mice in toxicity tests, but increases
the hemorrhagic action of the total venom on the skin of these animals. The polyvalent

* Lab. Biologia Molecular - Facultad de Ciencias Biologicas - UNMSM - Pera
® Centro de Investigacion y Desenvolvimiento, FUNED - Brasil
" ayarleque48@gmail.com
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botropic antivenom, was able to recognize components of the total venom of B. atrox, as
well as the purified enzyme, in immunodiffusion assays. The cDNA coding for hyaluronidase
from the venom of B. atrox was obtained from mRNA extracted of the fresh venom, and
sequenced. The analysis of the cDNA, of 2020 bp, shows that it contains an ORF of 1350 bp
that codes for a pre-enzyme of 449 amino acids, which probably is processing resulting in a
mature enzyme of 429 amino acids, Molecular Weight of 50 kDa and pl 9.19, indicating its
basic nature, and with 4 probable N-glycosylation sites (Asn'®, Asn'!, Asn'** and Asn*Y7).

Key words: venom, snake, diffusion factor, hyaluronidase, Bothrops atrox.

INTRODUCCION

El &cido hialurénico es un polisacarido multifuncional de alto peso molecular encontrado en
todos los vertebrados; especialmente en los mamiferos, se encuentra en la matriz extracelular
de tejido conectivo blando, la piel, cartilago y en el liquido sinoviall. Esta molécula participa
en muchos procesos biologicos como la fecundacidn, reproduccidn, envejecimiento,
comunicacion celular, asi como en la formacién de tumores entre otros .

Ante este abundante sustrato, la evolucion dio origen a las hialuronidasas (E.C. 3.2.1.35),
enzimas que se encuentran presentes en muchos organismos de diversos grupos (bacterias,
insectos, aracnidos, reptiles, mamiferos, entre otros) con un mayor énfasis en los grupos de
animales venenosos. Estas enzimas hidrolizan el 4cido hialurénico (hialuronato) en el enlace
B (1-4) formado entre N-acetilglucosamina y el dcido glucurénico®.

Las hialuronidasas son ubicuas en los venenos de serpientes, per se estas enzimas no son
toxicas, pero participan en la difusion de los componentes toxicos del veneno (metaloproteasas,
serinoproteasas, fosfolipasas, entre otros) a razon de ello han recibido la denominacion de
“factores difusores”. Pese a este rol primordial en el proceso de envenenamiento, ain se
mantiene un limitado conocimiento sobre estas enzimas, principalmente por su inestabilidad,
rapida degradacion y bajo contenido en el veneno. Sin embargo, existen reportes de
hialuronidasas aisladas del veneno de algunas especies ofidicas como: Agkistrodon contortrix
contortrix?, Agkistrodon acutus’, Naja naja®y Crotalus durissus terrrificus’.

En el Peru, esta enzima ha sido purificada sucesivamente de los venenos de Lachesis muta®,
Bothrops atrox’ y Bothrops brazili® en los cuales se ha reportado interesantes singularidades,
principalmente en la hialuronidasa de B. atrox, especie responsable de la mayoria de casos
de ofidismo del pais. En el 2013, Gonzales et al.’, reportaron una enzima de 110 kDa, una
masa atipica para las hialuronidasas eucariotas, asimismo una estabilidad enzimatica hasta
las 100 horas y un pH optimo de 5,0. No obstante, algunas caracteristicas importantes como
su dependencia a iones y su efecto difusor en modelos bioldgicos, no se han descrito.
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El presente trabajo busca incrementar el conocimiento acerca de las caracteristicas
bioquimicas y bioldgicas de la hialuronidasa y sentar los primeros estudios moleculares de
esta enzima, que permitan dar respuesta a las caracteristicas singulares antes mencionadas,
con miras a explorar el modo de neutralizarla durante el envenenamiento.

PARTE EXPERIMENTAL

Material biolégico

Veneno.- Se utilizo el veneno extraido de ejemplares adultos de Bothrops atrox procedentes
de Pucallpa-Ucayali, y mantenidos en el serpentario “Oswaldo Meneses” del Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Antivenenos.- Para el ensayo de inmunodifusion se empled el suero anti-botropico polivalente
comercial del Instituto Nacional de Salud (INS) Lima-Peru.

Animales de experimentacion.- Se emplearon ratones albinos Balb-c machos (18-22g)
procedentes del bioterio del INS-Peru. El cuidado animal fue hecho de acuerdo con las
recomendaciones éticas de la Biomedical Research Involving Animals of the Council of
International Organizations of Medial Sciences (COIMS).

Enzima purificada

La hialuronidasa del presente estudio se obtuvo segin el método desarrollado por Gonzalez
et al.”, que emplearon dos pasos cromatograficos, uno de intercambio anionico sobre DEAE
Sephadex A-50 seguido de una columna de filtracion molecular en Sephadex G-50.

Cuantificacién de proteina

El contenido proteico del veneno y la enzima purificada fueron cuantificados midiendo la
absorbancia de luz UV a 280 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV 120. Ademas, se
empled el método de Lowry, utilizando el reactivo de Folin Ciocalteu 1:6 en medio alcalino
en presencia de albumina sérica bovina como proteina estandar, midiéndose la absorbancia
a 660 nm.

Actividad enzimatica

Fue llevada a cabo por el método turbidimétrico de Di-Ferrante'’. La mezcla de reaccion
contenia 0,2 mL de 4cido hialurénico (0,5 mg/mL), 0,25mL de buffer acetato de amonio
0,05M a pH 5,0 con NaCl 0,15 M y se adicion6 0,05 mL del veneno (1 mg/mL) o enzima
purificada (0,1 mg/mL). Luego se incubo a 37°C por 15 minutos, deteniéndose la reaccion
con 2mL de bromuro cetil trimetil amonio (BCTA) al 2,5 % en NaOH 2 %. Finalmente, se
midio la turbidez a 400 nm. La actividad especifica fue expresada en unidades Di-Ferrante
(UDF) la cual se define como la cantidad de proteina requerida para reducir la turbidez inicial
del sustrato en un 50 %.
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Efecto de iones sobre la actividad enzimatica

Se prepararon baterias de reaccion conteniendo: KBr, KCl, NaCl, CaCl, y MgCl, en el rango
de 0,05 a 0,3 M. Se preincubaron alicuotas de la enzima con los respectivos iones por 10
minutos a 37 °C y luego se midio la actividad enzimatica segiin el método antes descrito.

Efecto de algunos aminoacidos sobre la actividad enzimatica

En estas pruebas se utilizaron acido glutamico, glicina y el tripéptido glutation preparados a
concentraciones de 3, 6 y 12 mM. Las alicuotas de la enzima con el respectivo compuesto se
preincubaron a 37°C por 10 minutos y luego se midi6 la actividad enzimatica.

Determinacion de la toxicidad

Se trabajo con cinco grupos de ratones albinos, a los cuales se les inocul6 intraperitonealmente
0,1 mL de hialuronidasa (5-20pg). El control positivo se realizdo con 0,1 mL de veneno
crudo (1 mg/mL) y el control negativo con 0,1 mL de solucién salina. Luego se monitored
la mortalidad o reacciones adversas en los ratones en un lapso de 48 horas. Después de este
tiempo, los ratones fueron sacrificados y sometidos a diseccion para observar dafios cutaneos
y/o viscerales.

Evaluacion del efecto difusor

Fue realizado por medio de la actividad hemorragica, de acuerdo con Isla et al.!'. Se prepararon
5 muestras que fueron inoculadas via intradérmica en ratones. La muestra 1 contenia 1,4 ug
de veneno completo, equivalente a 1 dosis hemorragica minima (1 DHM), Segura et. al.!' La
muestra 2 contenia 1,4 pg de veneno completo previamente inactivado por calor a 60 °C, la
muestra 3 contenia 1,4 ug de la enzima purificada, la muestra 4 contenia la mezcla de 1,4 pg
de veneno y enzima, respectivamente; finalmente, la muestra 5 contenia veneno inactivado
por calor mas la enzima (1,4 pg c/u). Luego de dos horas de la inoculacion, los animales
fueron sacrificados y se les retir6 la piel de la zona abdominal para observar el lado interno y
calcular el didmetro y el area hemorragica.

Reconocimiento por el suero anti-botropico

Adicional al reporte de neutralizacion previo” 2, se evalud el grado de reconocimiento
de la enzima por parte del suero anti-botropico polivalente-INS, siguiendo el método de
Ouchterlony y Nilsson. El veneno crudo y la enzima se analizaron por inmunodifusion
contra el antiveneno. El revelado fue realizado con el colorante azul brillante de Coomasie al
0,1 % y una solucién decolorante para poder evidenciar las lineas de precipitacion.

Estudios moleculares

El objetivo de este acapite fue el de obtener la secuencia de aminoacidos de la enzima a
partir de la secuencia de nucleodtidos codificantes, y determinar in silico las caracteristicas
bioquimicas de la proteina en estudio.

Aislamiento de RNA y su conversion en cDNA

Se realizo de acuerdo con el método descrito por Vivas et al.®, con el objetivo de no sacrificar
a los animales. Las muestras de veneno fresco, obtenidas por presion manual, sobre las
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glandulas de ejemplares de Bothrops atrox, fueron recibidas en viales de 1,5 mL conteniendo
RNA Ilater con el fin de mantener integro la calidad de RNA total. Posteriormente, el RNA
fue purificado empleando el kit de aislamiento High Pure (Roche) seguido de su conversion
a cDNA con el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (NOVAGEN); para ambos casos
se procedio de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes.

Disefio de cebadores

La literatura determina que el tamafio del cDNA de las hialuronidasas oscila entre los
1500 y 2500 pares de bases (pb). Por esta razdn, se realizé un alineamiento multiple de las
hialuronidasas de Protobothrops mucrosquamatus (GenBank: XM _015822281.1), Ovophis
okinavensis (GenBank: AB851978.1), Protobothrops flavoviridis (Gen Bank: AB851937.1)
y Bothrops neuwiedi pauloensis (GenBank: FJ654998.1), a partir del cual fueron disefiados
manualmente 5 pares de cebadores (HD1- HDr10) y sintetizados por la casa comercial
Invitrogen®.

Obtencion del cDNA de la hialuronidasa

Para amplificacion de la secuencia del gen se empleo el siguiente protocolo de amplificacion:
un ciclo de denaturacion inicial 95°C por 5 min seguido por 32 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C durante 30 segundos; hibridacion a 56- 60°C por 30 segundos y una polimerizacioén
a 72°C por 80 segundos; finalmente, se incub6é a 72°C por 7 minutos. Los productos
amplificados fueron visualizados por electroforesis de agarosa al 1 % pretefiido con el
intercalante RedGel. El secuenciamiento de los productos amplificados fue realizado en un
secuenciador automatizado ABI 3730 XL realizado por la casa comercial Macrogen, Inc,
Corea del Sur).

Analisis in silico.

La secuencia nucleotidica resultante fue sometida al analisis de identificacion empleando
el servidor en linea BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). El analisis
de los marcos de lectura abierta (ORFs) y la traduccion de la secuencia nucleotidica fue
obtenida mediante los programas ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.
html) y Translate Tool (http://ca.expasy.org). La preferencia de codon (Codon Usage) fue
realizado mediante el programa online SMS (http://www.bioinformatics. org/sms2/codon
usage.html). La proteina deducida fue analizada tanto en identidad como en semejanza con
otras secuencias de hialuronidasas con el programa en linea BLASTp. La prediccion de
las propiedades bioquimicas de la proteina deducida fue realizada mediante el programa
Protparam (http://ca.expasy.org/tools/protparam.html), la determinacion del péptido senal
mediante el programa Signal P (http://www.cbs.dtu.dk/ services/SignalP/) y los sitios
potenciales de glicosilacion fueron predichos con el software NetNGlyc (http://www.cbs.
dtu. dk/services/NetNGlyc/).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de iones y aminoacidos sobre la hialuronidasa de B. atrox.

Los ensayos con iones Na*, K*, Br, CI-, Ca™ y Mg" sefialaron un grado distinto de inhibicion
o activacion segun la concentracion utilizada. Los resultados obtenidos al preincubar la
enzima con los iones a concentraciones finales (50 - 300 mM), establecen que el ion Mg *?
(150 mM) incrementa la actividad enzimatica en 40 % mientras que, el Ca*? (150 mM) y el
K* (300 mM) incrementaron la actividad en 7 % y 10 %, respectivamente (tabla 1).

Tabla 1. Accidn de los iones sobre la actividad enzimatica.

% Actividad enzimatica (UDF/mg) (Enzima purificada =100 %)

Agentes 50 mM 100 mM 150 mM 300 mM
MgCl, 90 115 140 105
KBr 80 90 95 110
CaCl, 70 88 107 86
NaCl 78 94 99 84
KCl 65 83 93 78

Existen numerosos estudios que demuestran la influencia de los cationes divalentes en la
actividad de las enzimas de origen ofidico. Algunos de ellos han mostrado que los aniones
monovalentes Cly Br elevan la actividad de la enzima purificada como en el caso del veneno
de L. muta®. En nuestro caso se verifico que el ion Mg" un tipico activador enzimatico en las
ponzoiias de serpientes tiene accion sobre hialuronidasa de B. atrox, en este caso también se
observo semejanza con B. brazili’ ya que el Mg también incrementaba su actividad. Aun
cuando en este estudio no se hizo el analisis de iones divalentes asociados a la estructura
enzimatica, no existe ningiin reporte hasta la fecha sobre la presencia del ion Mg" como
cofactor de la hialuronidasa.

Por otra parte, en varias enzimas ofidicas, se ha demostrado la influencia de los L-aminoacidos
en el incremento o reduccion de la actividad especifica. La glicina tuvo efecto inhibidor al
reducir la actividad en 39 y 44 % a las concentraciones de 6 mM y 12 mM, respectivamente.
Por otro lado, el acido glutdmico, asi como el glutation mostraron valores de inhibicion
menores al 20 % (tabla 2). Para el caso de la glicina, este aminoacido puede estar trabando
el acceso del sustrato al sitio activo u obstruyendo a los residuos involucrados. De hecho,
la glicina que es un zwitterion (pl = 5,97) tiene la capacidad de interactuar con la proteina a
través de sus grupos cargados negativa y positivamente, y debido a su tamafio pequefio no es
impedido estéricamente de union débil a multiples partes de la proteina'®.
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Tabla 2. Efecto de aminoacidos sobre la actividad de la hialuronidasa.

% de Inhibicion de la Actividad Enzimatica

Aminoacidos
Concentraciones Glicina Glutatiéon Ac. Glutamico
3mM 33 19.5 9
6 mM 39 18.5 17
12 mM 44 17.7 19

Analisis de la toxicidad, capacidad difusora y reactividad antigénica de la enzima

La enzima no produjo dafio alguno al ser inyectado intraperitonealmente; con ello se demuestra
que carece de toxicidad, lo cual también ha sido reportado para las hialuronidasas de Agkistrodon
contortrix contortrix*, Agkistrodon acutus acutus®, Lachesis muta® y B. brazili ° entre otros
venenos.

Para comprobar la accion difusora de la hialuronidasa se usé como parametro la actividad
hemorragica que posee el veneno de B. atrox (Foto 1). De acuerdo con ello, 1,4 pg de veneno
produce un area hemorragica de 10 mm'!’. Cuando el veneno fue calentado a 60 °C el area
hemorragica se redujo a 2,5 mm en comparacion al control positivo. La enzima purificada
no produjo ninguna area hemorragica, no obstante, amplid el area hemorragica del veneno
crudo a 12,8 mm. Por tultimo, el veneno calentado mezclado con la enzima activa origind
una area hemorragica de 3,7 mm. Estos resultados muestran concordancia con la prueba de
difusién mediante hemolisis en placas® ya que, en ambas, se monitoreo el efecto difusor de
la hialuronidasa.

Adicionalmente, la prueba de inmunodifusion permiti6é establecer la antigenicidad de la
enzima cuya reactividad se evidencia frente al antiveneno botrdpico polivalente ya que se
forma una linea de precipitina bien definida; el veneno crudo, enfrentado al mismo antiveneno
produjo al menos 5 lineas de precipitacion. Esta misma reactividad se ha visto en los estudios
de esta enzima en L. muta®y B. brazil®.

Foto 1. Efecto difusor de la enzima purificada. Se evalud por el incremento del area hemorragica,
causada por el veneno total en comparacion con el area obtenida al adicionar la enzima purificada.
Hemorragia producida por el veneno total b) ausencia de hemorragia al inocular la enzima purificada
¢) hemorragia producida por el veneno total mas la enzima purificada.
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Amplificacion y secuenciamiento de la secuencia nucleotidica

A partir de 400 pL de veneno fresco obtenido por presion manual a un ejemplar de Bothrops
atrox se obtuvo 40 pL de RNA total, con ello se procedid a su conversion en cDNA el cual
fue utilizado para amplificar el gen de interés.

Los cebadores disefiados, en direccion 5°— 3°, fueron: HD1: ctcccgeggatgttactegtgg, HD2:
atttggaaggtcgttcttctca, HD3: ataaatcaaaatcggatattga, HDr4: ccagttttcccagtcaatgact, HDS:
tgaaaccatattgaggtcaagt, HD6: attgggacgttatatcgttaat, HDr7: cacatcttccacgtttcttgca, HDrS:
ccagttttccttttacaatcac, HDr10: ttccttaatttttaattacage. El posicionamiento de estos cebadores
dentro de la secuencia consenso se muestran en la figura 1. Los amplicones obtenidos
fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % y preparados para su
secuenciamiento.

El ensamblaje de los segmentos obtenidos permitid la identificacion de una secuencia
constituida por 2020 pares de bases, la cual fue depositada en la base de datos del GenBank
del NCBI con codigo de acceso KY499627, el analisis por BLASTn, evidencié una
notoria homologia con otras secuencias pertenecientes a hialuronidasas de origen ofidico
depositadas en la base de datos, siendo la mas homologa la hialuronidasa de Protobothrops
mucrosquamatus (GenBank: XM _015822281) con una identidad del 95 % y una longitud de
cobertura del 98 %.

HD3 HDr?
S3 (780 pb) |
r 1

ull:n S1 (249 pb) unl.a HDS o4 (489 ph) HD8
—

Ll I I ] | ! ]

SECUENCIA

CONSENSO
0 2 67 641 720 1070 1361 1440 1551 1761 1849 2561 pb
L J ! ]
I 1 I 1
Wp2  S2(654pb) mHDra  HDS S7 (780 po) HOr10
L ]
I I
HD6 S8 (489 pb) HDr10

Figura 1. Segmentos de la secuencia consenso para la obtencion del gen de la
hialuronidasa de B. atrox.

Obtencion de la secuencia aminoacidica

El analisis con el Programa ORF finder dio un marco de lectura +1, con bsqueda limitada al
codon de iniciacion ATG, para una secuencia proteica de 449 aminoacidos, corroborado con
el programa Translate Tool. La proteina deducida (figura 2) se enmarca a partir del nucleétido
178 hasta el nucledtido 1350 con el codon stop TAA determinandose una region nucleotidica
no traducida 5’ (UTR 5) de 177 pb y una UTR 3’ de 669 pb.

El programa Signal P predijo un péptido sefial de 20 aminoacidos en la posicion N-terminal
(figura 2), los 429 aminoacidos restantes, conforman la proteina madura que al ser
analizada con el programa BLASTp determina homologia con otras hialuronidasas, siendo
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la hialuronidasa de Bothrops moojeni (ATU85542) la de mayor identidad (98 %) con una
longitud de cobertura del 100 %. La secuencia proteica de Bothrops atrox, producida en el
presente estudio, fue denominada como Ba-Hyal y también se encuentra depositada en la
base de datos con el codigo de acceso AUF71538.

Por otro lado, el analisis de la secuencia primaria con el programa ProtParam deduce una
masa molecular de 50.10 kDa con un pl. teérico de 9.19 estableciéndose la naturaleza basica
de esta enzima. Se obtuvo un total de 6994 atomos. El coeficiente de extension molecular fue
de 88405 M cm y un indice alifatico de 76.15.

La composicion de los aminoacidos de la proteina madura mostré que el aminoacido mas
abundante fue la leucina (37 residuos, 8,6 %) en tanto que la cisteina y el triptofano fueron
los menos abundantes (ambos con 10 residuos, 2,3 %).

Asimismo, mediante el programa NetGlyc fueron identificados 6 motivos de N-glicosilacion
(Asn-X-Ser/Thr). No obstante, solo cuatro de los residuos en las posiciones Asn'®, Asn''!,
Asn'? y Asn*’ resultaron con un mayor score.
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acttettcagagtctteagaagtgaatttaggaatgeattettgttacaattgeageeacattttttte 1932
ttctaccctcaccccceccactoctecccccaaatattaaagtattgtgtggaaatgaaaaaggaaaat 2001
ttttttaatttattataac 2020

Figura 2. Secuencia nucleotidica y secuencia de aminoéacidos inferida de la hialuronidasa de B. atrox.
Los numerales a la derecha e izquierda de la figura se refieren las secuencias de nucledtidos y de
amino4cido, respectivamente. El residuo catalitico conservado (E'*) los residuos posicionales (D'*,
Y20, Y253, W328) de las hialuronidasas de los vertebrados son identificados en cuadros y subrayados,
respectivamente. La terminacion del ORF por el codon TAA es indicado por un guion. Los cuatro
principales motivos de N-glicosilacion estan sombreados (N'3 N N3 N357),
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El estudio realizado por Harrison et al.'é, basado en secuencias de cDNA de la glandula del
veneno de Echis ocellatus, constituye la primera secuencia completa de una hialuronidasa
del veneno de serpiente. La enzima de esta serpiente tiene cinco sitios de N-glicosilacion
conservados, tres de los cuales parecian tener alto potencial de glicosilacion, esta enzima
tiene una alta homologia del 95 % con las hialuronidasas de los venenos de Echis pyramidum
leakeyi, Bitis arietans y Cerastes cerastes cerastes. Cada uno de ellos ha conservado los
residuos de la region catalitica (Glul35), las regiones posicionales (Asp133, Tyr206, Tyr253
y Trp328) y los scaffold de cisteinas (Cys340, Cys211, Cys227, Cys365, Cys370, Cys376 y
Cys429). En nuestro caso la hialuronidasa de B. atrox también tiene como region catalitica
(Glul35) y las mismas regiones posicionales observandose una alta homologia a nivel
molecular con las enzimas mencionadas.

La comparacion de los datos moleculares presentados en este estudio, con respecto a los
datos bioquimicos reportados por Gonzalez et al.”, determinan una significativa diferencia en
el peso molecular, 50 kDa vs 110 kDa. Esta diferencia podria ser explicada por la presencia
de glicosilaciones, ya que las hialuronidasas presentan grados de glicosilacion que oscilan
entre el 10 - 30 % y se ha demostrado la presencia de motivos de N-glicosilacion en la
secuencia de esta proteina; los estudios de deglicosilacion nos daran informacion sobre los
impactos de glicosilacion en la masa molecular de la enzima. También se puede hipotetizar
dos razones fundamentales para estas diferencias en peso molecular: la primera es que puede
tratarse de una isoforma dimérica per se, pero los datos de Gonzalez et al.’, indican que el
2B mercaptoetanol no tiene efecto significativo sobre la actividad, no obstante, estudios con
agentes reductores mas fuertes como el DTT pueden dar mas luces al respecto. La segunda
opcion seria una dimerizacion en solucion, a un pH acido los residuos de metionina y cisteina
(con radical expuesto) tienden a oxidarse y promover la dimerizacion, por lo que el analisis
de espectrometria de masas podria explicar este comportamiento.

Las expectativas que han abierto los estudios moleculares son muchas, especialmente en el
entendimiento de la estructura y los mecanismos de accion de la enzima hialuronidasa de
Bothrops atrox en el proceso de envenenamiento para de esta forma, poder disenar una mejor
estrategia de neutralizacion de los componentes toxicos de dicha ponzofia.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo corroboran la presencia de la enzima hialuronidasa de la
serpiente peruana Bothrops atrox y su rol difusor de los componentes toxicos del veneno.
Los analisis moleculares in silico determinan un peso de 50 kDa con un pl 9.19, lo que
indica la presencia de modificaciones postraduccionales como las glicosilaciones o una
posible version dimérica de la proteina. Este singular hecho abre nuevas expectativas para
el estudio de esta enzima. Asimismo, la enzima es activada por el ion magnesio e inhibida
por el aminodacido glicina y es reconocida por el suero antibotropico polivalente (INS-Pert1).
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EFICIENCIA DE LA RESINA LEWATIT MONOPLUS M 600 EN
LA REMOCION DE NITRATOS EN AGUAS PARA CONSUMO
HUMANO

Tania E. Guerrero Vejarano®”, Oscar G. Anaya Fernandez®
2

RESUMEN

En varias partes del mundo las fuentes de agua son contaminadas por nitratos, principalmente
por actividades antropogénicas, siendo una potencial amenaza para la salud, la presente
investigacion tuvo como objetivo determinar la eficiencia de la resina convencional de
intercambio i6nico LEWATIT MonoPlus M 600 (anionica de base fuerte) en la remocion
de nitratos, se utilizé el método de espectroscopia Uv-Vis para la cuantificacion de nitratos,
asimismo se construyo6 las columnas de intercambio i6nico con diametro de 17, 0,05 L de
volumen de resina y una altura de columna de 40 cm, donde se evalud la eficiencia de las
columnas de intercambio i6nico, se manejo dos variables, el tiempo de operacion y diferentes
concentraciones de nitratos. Se determino que la mayor eficiencia de la resina fue de 99,55
%, a una concentracion de 6,45 meq de NO, (400 ppm) en un tiempo de 30 min. La eficiencia
mas baja de 18,61 % se encontro para la concentracion de 16,13 meq de NO3-(1000 ppm) en
120 min de operacion de la columna. En el analisis de las aguas de Tingo Maria se determin6
que el Pozo 5 de Villa Potokar fue el tinico que supera los limites maximos permisibles tal
como lo indican los estandares de calidad ambiental nacional de agua (10 ppm de NO, de N
total o 45 ppm de NO,) con una concentracion de 52,76 ppm, por lo tanto, no es apta para
consumo humano sin previo tratamiento.

Palabras clave: Nitratos, resinas de intercambio idnico, eficiencia

EFFICIENCY OF THE LEWATIT MONOPLUS M 600 RESIN
IN THE REMOVAL OF WATER NITRATES FOR HUMAN
CONSUMPTION

ABSTRACT

In several parts of the world the water sources are contaminated by nitrates, mainly by
anthropogenic activities, being a potential threat to health, the present investigation had
as objective to determine the efficiency of the conventional ion exchange resin LEWATIT
MonoPlus M 600 (anionic strong base) in nitrate removal, the Uv-Vis spectroscopy method
was used for the quantification of nitrates, as well as the ion exchange columns with a
diameter of 1", 0.05 L of resin volume and a height of 40 cm column, where the efficiency
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of the ion exchange columns was evaluated, two variables were managed, the operation time
and different concentrations of nitrates. It was determined that the highest efficiency of the
resin was 99.55 %, at a concentration of 6.45 meq of NO, (400 ppm) in a time of 30 min.
The lowest efficiency of 18.61 % was found for the concentration of 16.13 meq of NO3-
(1000 ppm) in 120 min of column operation. In the analysis of the waters of Tingo Maria
it was determined that Well 5 of Villa Potokar was the only one that exceeds the maximum
permissible limits as indicated by the national environmental water quality standards (10
ppm of NO, of total N or 45 ppm of NO,) with a concentration of 52.76 ppm, therefore it is
not suitable for human consumption without previous treatment

Key words: Nitrates, ion exchange resins, efficiency

INTRODUCCION

Generalmente, las fuentes de aguas subterraneas y superficiales son contaminadas, en algunos
lugares el agua subterranea sirve como la unica fuente de agua potable en las comunidades
rurales y las zonas urbanas. Las actividades antropogénicas como la agricultura, la explosion
demografica y la industria generan contaminantes toxicos tales como aniones inorganicos,
iones metalicos, productos quimicos organicos sintéticos, residuos organicos, etc., que cada
afio se incrementa sustancialmente que afecta directamente a la calidad de las fuentes de agua.
Muchos aniones inorganicos son toxicos y nocivos para los seres humanos, principalmente
los que no se perciben a simple vista en el agua potable debido a la gran solubilidad que
pueden tener en el agua, esto aumenta los posibles riesgos para la salud'. Dentro de lo aniones
inorgéanicos peligroso para los seres vivos estdn los nitratos (NO, ). El aumento de los niveles
de NO,_se asocia especialmente al uso intensivo de fertilizantes en la agricultura, lo que ha
llevado a una mayor contaminacion de las fuentes de agua subterranea y superficial®. Los
nitratos no se unen facilmente al suelo, por lo que se lixivian facilmente, la contaminacion del
agua ocurre por escorrentia agricola y urbana, eliminacion de aguas residuales no tratadas,
desperdicios industriales, fugas de pozos sépticos, lixiviados de vertederos, estiércol animal,
desechos de extraccion de aire NO_ de los dispositivos de control de la contaminacion del
aire®. Estos aniones son una gran amenaza para la salud de animales y seres humanos. En
seres humanos causa dos efectos para la salud: induccion del "sindrome del bebé azul"
(metahemoglobinemia), especialmente en lactantes y formacion potencial de nitrosaminas
cancerigenas®. Los nitratos, debido a su alta solubilidad en agua®, un contaminante dificil de
eliminarlo en las fuentes de agua en el mundo, en algunos lugares la fuentes de agua tienen
capacidad natural de eliminarlos como algunas cuencas donde hay una interface agua dulce
y salada, las reacciones de oxidacion y reduccion pueden atenuar estos contaminantes®, pero
por lo general es una preocupacién mundial, existen varios reportes de investigaciones para
eliminar aniones inorganicos como los NO, , dentro de ellos tenemos el carbon activado que
muestra poca adsorcion hacia los aniones inorganicos como los NO, 7, las arcillas capturan
cationes y aniones ya sea a través de iones de intercambio, adsorcion o ambos sobre todo
tienen accion cuando son tratadas con surfactantes®, asi como también los hidréxidos dobles
en capas (LDH), remueven materiales inorganicos con propiedades deseables para eliminar
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los contaminantes anionicos del agua como los NO, , con una eliminacién era de 85,5 %’, la
zeolita cubierta con una capa de quitosano protonada con acido fue probada satisfactoriamente
para eliminar NO, '. El uso de materiales de desecho agricola ha sido estudiado para la
eliminacion de NO, a partir de soluciones acuosas''y las resinas de intercambio idnico Purolite
A 520 son muy eficientes en la remocion de nitratos'®. Generalmente, hay varios tipos de
resinas de intercambio i6nico que se ofertan en el mercado, sin embargo, no todas presentan
la misma eficiencia, dicha informacion es importante para la elegir la resina adecuada, ya que
son procesos costosos, en este trabajo se presentan los resultados de la resina convencional
anidnica de base fuerte con resultados prometedores a un costo mucho mas bajo en donde el
objetivo principal fue determinar la eficiencia de la resina antes mencionada.

PARTE EXPERIMENTAL

1.1 Lugar de ejecucion: Se realizo en la Universidad Nacional Agraria de la Selva, Facultad
de Recursos Naturales Renovables, Laboratorio de Fitoquimica y Tratamiento de Aguas
Residuales.

1.2 Equipos: Bomba peristaltica, espectrofotometro AQUAMATE ORION 8000 UV-
visible, cronometro. Materiales: material de uso comin de laboratorio, tuberia de PVC
categoria 10 de 17, tapas rosca para tuberia de PVC, mangueras, recipiente de plastico de
16 litros. Reactivos: Resina de intercambio iénico LEWATIT MonoPlus M 600 (anionica
de base fuerte), Solucion de cloruro de sodio ACS; ISO; Reag. Ph Eur adquirido de Merck,
nitrato de potasio (KNO,) ACS, ISO, Reag. Ph Eur. Adquirido de Merck

1.3 Diseiio y construccién de la columna: Para el disefio y construccion de la columna se
tomaron las siguientes consideraciones'>"?.

Volumen de Servicio: (Vs)

Donde: Vs: Volumen de servicio (L/m3), volumen de agua en litros que puede soportar un
metro cubico de resina hasta su regeneracion. REC: Capacidad de la resina (kg/m?). IRC:
Concentracion del ion a eliminar (kg/L)

Tiempo de servicio: (St)
Vs

St= QR " e e v v e e v e s

(2)
Donde: St: Tiempo de servicio. SRT: Caudal de flujo de servicio = L/h/m?

Determinacion del volumen de resina: (Vol)

IRC*Q
REC

Vol = l 3 ] [P <))
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Donde: Vol: Volumen de resina (L). Q: Flujo total L/h (5,8 L/h)

Determinacion del volumen de la columna: (Vc)

Donde: FE = 4 (para resinas anidnicas de base fuerte).

Determinacion de la altura de la columna

Vx4
hc =

Donde:
Ve=volumen de columna (L). d= diametro de la tuberia en la columna a utilizar (1)
h = altura de la columna (cm)

1.4 Construccion de la curva de calibracion para medir la concentracion de nitratos: Se
peso 0,18452 g KNO,, se aforo a un volumen de 250, se tom6 25 mL de la solucion madre
y se aforo a 250 mL, a partir de esta solucion intermedia se prepard 5 estandares de 0; 0,90;
2,71; 4,52; 6,33 ppm, Los mismos que fueron tratados con 1 mL de HCI 0,1 N, se dejo
reposar 30 minutos antes de aforarlos a 50 mL. Se realizo las lecturas en el espectrofotometro
utilizando las cubetas de cuarzo a una longitud de onda de 220 nm.

1.5 Colecciéon de las muestras de agua de Tingo Maria: Las muestras se tomaron el
16/08/2013 en dos pozos de Castillo Grande, el 04/11/2013 en Brisas del Huallaga, y Villa
Potokar, 12/11/2013 en la quebrada Cocheros y Naranjal. Para las muestras de agua de
pozo se utilizé el muestreo simple o de sondeo a 4,5 metros de profundidad y para aguas
superficiales el muestreo integrado, en ambos casos, fue manual y se sigui6 la cadena de
vigilancia (etiquetado, sellado y registro), las muestras se almacenaron en botellas de vidrio
hasta ser analizadas en el laboratorio el mismo dia, se tomaron tres muestras por punto de
muestreo.

1.6 Determinacion de la eficiencia de la columna de resinas de intercambio iénico: La
eficiencia de la columna se evalud a un caudal establecido, se tomd muestras en la salida
de la columna, a diferentes tiempos de trabajo tales como: 30, 60, 90 y 120 minutos, en las
cuales se determind la concentracion de nitratos a cada muestra recogida y se analizo la
concentracion de nitratos por triplicado con el espectrofotometro UV-VIS, la eficiencia se
calcul6 con la siguiente formula

meqNO3 " ]entrada — [meqNO3 ~|salida «

, . . [
EflClenCla(%) = [meqNO3 "] entrada

Donde: meq NO, : miliequivalentes de nitratos

Variables independientes: Tiempo de operacion: 30 min, 60 min, 90 min y 120 min.
Concentracion de nitratos: 16,13; 12,9; 9,68 y 6,45 meq.

Variables dependientes: Eficiencia de la remocion de nitratos, disminucion de meq NO,_

Rev Soc Quim Peru. 85(2) 2019



Eficiencia de la resina lewatit monoplus M 600 en la remocion de nitratos en aguas para consumo humano 157

El disefio experimental fue DCA con arreglo factorial de 4x4. El analisis estadistico de los
datos se realizo con el software estadistico R

1.7 Analisis de las aguas de Tingo Maria: Se analiz6 la concentracion de nitratos (NO, ) de
las aguas de consumo de Tingo Maria, antes y después de ingresar a la columna de intercambio
ionico con el método antes descrito dentro de ellas esta: agua subterranea de pozo del centro
poblado menor de Castillo Grande, asentamiento humano Brisas del Huallaga, Lotizacion
Villa Potokar y de la ciudad universitaria

1.8 Determinacion de la capacidad real de la resina, volumen de agua de regeneraciéon
y lavado

Determinacion de la capacidad real de la resina: Se calculo la capacidad real de la resina,
con la cantidad de gramos que ha atrapado ésta durante el proceso hasta su limite. Conociendo
el caudal de trabajo y la concentracion de las aguas, se procede a realizar los calculos para
determinar la capacidad experimental de la resina

TcxQ+[NO3 ]
= T ................................... (2)
Donde: C: capacidad real de la resina (g/L) Te: Tiempo de ruptura (h); Q: Caudal de entrada
del agua a la columna (L/h); [NO,]: Concentracién de nitratos (g/L);
Vol: Volumen de resina (L)
Después de determinar la capacidad de remocion experimental de la resina, se compard con
la capacidad de remocion tedrica y se determind la capacidad real de la resina.

C

Determinacion del volumen de agua de regeneracion y lavado: Para regenerar la resina
se utilizo una solucion de NaCl al 10 %, el volumen se estimo estequimetricamente segun el
ratio de regeneracion (Rg)

_ [eq Nacl]
R = e A3)

RESULTADOS Y DISCUSION
Diseiio y construccion de la columna:

Tabla 1. Datos de diseno.

Parametro de diseiio Cantidad

Volumen de servicio (Vs) = 77,5 L/m3 de resina
Tiempo de servicio (Ts)= 0,66 h

Volumen de columna (Vc) = 0,1972 L

Volumen de resina (Vr)= 0,049 L

Altura de columna (Hc)= 38,919 cm

Fuente: Datos calculados con las ecuaciones de disefio
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En el disefo de las columnas de intercambio i6nico se considero los criterios del Manual
de Ingeniero Quimico', el disefio coincide con un reporte de columnas hechas a partir de
cloruro de polivinilo (PVC) con 1” de diametro, 16 cm de longitud con un volumen de 0,06
mL con resina macroporosa de intercambio cationico, o LayneRT (Layne Christensen Co.,
The Woodlands, TX) y una resina de intercambio de aniones modificada con nanoparticulas
de oxido ferroso'?, en la presente investigacion se usod 0,05L de resina a diferencia de lo
reportado la cantidad de resina depende de la densidad y las propiedades de las mismas'?.

Tania E. Guerrero Vejarano, Oscar G. Anaya Ferndndez

Curva de calibracion:

Figura 1. Curva de calibracion para determinacion de la concentracion de nitratos en ppm.

La curva de calibracién cumple con la Ley de Beer como se observa en la figura 1, con
un coeficiente de correlacion R? optimo cercano a 1, por lo tanto, se puede asegurar la
confiabilidad de los resultados de las concentraciones de nitratos reportados.

0.5
0.45 y =0.0678x +0.0262
0.4 R?=0.9881
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La cinética de remocion de meq NO, depende de la concentracion inicial de la solucion
que ingresa a cada columna, el tiempo de operacion, el pH y la capacidad de la resina o
absorbente utilizado. La concentracion de 6,45 meq de NO," present6 0,61 y 3,23 meq de
NO, remanentes a los 90 y 120 minutos, respectivamente, la columna tiene buena capacidad
de eliminacion hasta los 90 min., luego baja su capacidad en un 50 %, aproximadamente.
La concentracion de 9,68 meq present6 0,77 meq remanentes a los 60 min, su capacidad
de intercambio es optimo hasta ese tiempo. La concentracion de 12,9 meq a los 30 min
present6 0,19 meq remanentes y la concentracion de 16,13 meq de 4,80 meq, se aprecia que
la capacidad de intercambio de la primera es 6ptima hasta los 30 min y la segunda debido a
la alta concentracion de meq no realiza el intercambio idnico de manera eficiente (figura 2).
Los tiempos ya mencionados alcanzan una considerable eliminacién de nitratos, la resina es
optima para remover los nitratos si comparamos con los reportes siguientes. La capacidad
de adsorcion de la tela de carbono tratada con acido para remover NO, y NO,, fue de 2,03
y 1,01 mmol/g, respectivamente’. Entre todas las organoarcillas, HDTMA QLD-bentonita
modificada mostraron mejor resultado: H-B-2CEC y H-B-4CEC podrian eliminar 0,20 meq
y 0,24 meq de NO, /g de organoarcilla, respectivamente®. Los hidroxidos dobles preparados
(Ni-Fe) fue estudiado su potencial para eliminar NO,” usando agua de mar enriquecida NO,’
a una concentracion de 40 mol/dm’, donde la maxima de NO, fue de 0,33 mmol/g cuando
se afiadi6 LDH (Ni-Fe)°. La Chitosan cubierta con zeolita (Ch-Z) protonado con HCI, tiene
capacidad de intercambio i6nico para NO, de 0,74 mmol NO,g de Ch-Z'". Las resinas y
adsorbentes antes mencionados tienen poca capacidad de intercambio ionico a diferencia
de la resina de intercambio idnico selectiva para nitrato Purolite A 520E' que tiene una
alta capacidad de intercambio ionico, la idea es dar otras alternativas a la resina especifica
considerando los costos y la accesibilidad de la misma sobre todo para zonas rurales y urbanas
donde las fuentes de agua, principalmente las subterraneas son contaminadas por nitratos.

Eficiencia
5 3
g 8

6,45 meq
9,68 meq
12,9 meq

16,13 meq
Tiempo ’ 90.00

120.00

m16,13meq mM12,9meq m9,68 meq 6,45 meq

Figura 3. Eficiencia de la columna en funcién del tiempo de operacion.
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Después de analizar los meq de NO, remanentes en funcion del tiempo, se evalud la
eficiencia de las columnas de intercambio i6nico con la resina antes mencionada y extrapolar
datos respecto a que tan eficientes son a diferentes concentraciones y hasta que tiempo
de operacion trabaja de manera 6ptima el intercambio i6nico, estos datos son importantes
para los interesados en remover nitratos que como ya se dijo causan problemas de salud.
Se determin6 que 6,45 meq de NO,™ presenté un buen intercambio i6nico hasta los 90 min
con una eficiencia de 90,54 %, 9,68 meq de NO, hasta los 60 min tuvo una eficiencia de 92,09 %,
12,9 meq de NO," con 98,53 % de eficiencia a los 30 min y finalmente la solucion mas
concentrada que se evalué de 16,13 meq con una eficiencia de 70,24 % (figura 2). Uno de
los absorbentes de arcilla, montmorrillonita de calcio activada por HCI mostré hasta una
capacidad de eliminacion de NO,, hasta 22,28%?. La eliminacién de NO,” con Hidroxidos de
doble capa (LDH) se encontr6 que era 85,5 % bajo ciertas condiciones, usando 0,3 g de LDH
en 100mL de solucién de NO,” con una concentracién inicial de 10 mg/L°. La resina ALR-
AE, present6 una capacidad de absorcion de 87,2 %, el proceso fue de aproximadamente 10
min'®. Las columnas de intercambio iénico presentan una buena eficiencia, considerando que
se usd concentraciones muy altas con respecto a las concentraciones que normalmente se
encuentran las fuentes de agua ya sea subterranea o superficial.

Andlisis de las aguas de Tingo Maria

Tabla 2. Eficiencia de remocion de nitratos (NO,’) de las aguas de Tingo Maria.

Concentracion Concentracion Eficiencia

Muestras Lugar Entrada Salida (ppm) (%)
(ppm)
. Quebrada Cocheros 13.16 0,02 99,84
(reservorio)
2 Quebrada Naranjal (reservorio) 14,38 0,04 99,70
3 Pozo 1 (Castillo Grande) 18,2 0,08 99,57
4 Pozo 2 (Castillo Grande) 19,4 0,08 99,58
5 Pozo 3 (Brisas del Huallaga) 22,81 0,15 99,34
6 Pozo 4 (Villa Potokar) 43,88 0,23 99,48
7 Pozo 5 (Villa Potokar) 52,76 0,58 98,90

Fuente: Datos reportados del Espectrofotometro Orion Aquamate UV—vis 8000.

Después de analizar la concentracion de NO, en las aguas subterraneas y las quebradas,
la mayoria estan por debajo de 45 ppm, que es el limite maximo permisible tal como lo
indica los estandares de calidad ambiental nacional de agua (10 ppm de NO," de N total o
45 ppm de NO,), €l tnico que supera los limites maximos permisibles es el Pozo 5 con una
concentracion de 52,76 ppm. Asimismo, la columna oper6 eficientemente con un promedio
de aproximadamente 99 % de remocion de nitratos en las aguas de Tingo Maria.
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Determinacion de la capacidad de la resina, volumen de agua de regeneracion y lavado

Se obtuvo que la resina atrapa 69,9 g/L por lo tanto, la capacidad real de la resina es de 1,112
eq/L, aproximandose al dato tedrico del fabricante de 1,25 eq/L. Se determind que el agua del
primer lavado fue aproximadamente 0,5 L por espacio de 10 min, seguido de una generacion
con NaCl al 10 % con un volumen de 1,2 L durante 10 min y finalmente el lavado 2 con 1,5
L de agua durante 15 min.

CONCLUSIONES

Se determind que la mayor eficiencia de la resina de intercambio i6nico LEWATIT MonoPlus
M 600 (aniénica de base fuerte) fue de 99,55 %, para la concentracion de 6,45 meq de NO,
(400 ppm) en un tiempo de 30 min. La eficiencia mas baja de 18,61 % se encontrd en la
concentracion de 16,13 meq de NO, (1000 ppm) en 120 min de operacion de la columna.
Asimismo, se puede concluir que la resina antes mencionada presenta una considerable
capacidad de intercambio ionico a las siguientes condiciones de concentracion de meq de
NO, 12,9 con una eficiencia de 96,84 % hasta los 30 min, 9,68 con eficiencia de 92,09 %
hasta los 60 min y finalmente para 6,45 con una eficiencia de 90,54 % a los 90 min. Estos
datos sirven para extrapolar resultados sobre concentraciones de nitratos a evaluar y estimar
el tiempo de operacion Optima de la columna. Se obtuvo que la capacidad real de la resina es
de 1,112 eq/L, aproximandose al dato tedrico del fabricante de 1,25 eq/L.

En el analisis de las aguas de Tingo Maria se determind que el Pozo 5 de Villa Potokar
fue el Ginico que supera los limites maximos permisibles, tal como lo indica los estandares
de calidad ambiental nacional de agua (10 ppm de NO, de N total 0 45 ppm de NO,) con
una concentracion de 52,76 ppm, por lo tanto, no es apta para consumo humano sin previo
tratamiento.
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ESTUDIO DE LA BIODEGRADACION DE RESIDUOS DE
ACEITE LUBRICANTE RETENIDOS EN BENTONITA USANDO
EL CONSORCIO BACTERIANO OIL EATING MICROBES
(Rodhococus, Pseudomonas'y Bacillus)

Jaqueline Chirre Flores™, Alejandro Patifio Gabriel®, Raymundo Erazo Erazo®

RESUMEN

La inadecuada disposicion final de residuos industriales peligrosos, tal como la bentonita
usada en los procesos de refinacion de lubricantes automotrices contaminados, genera una
serie de impactos ambientales negativos en los recursos agua, aire y suelo. Para contribuir
en la minimizacién de estos impactos, el proposito de la presente investigacion fue evaluar
la capacidad de biodegradacion de una muestra de aceite lubricante automotriz atrapado
en arcilla bentonita, utilizando el consorcio bacteriano Oil Eating Microbes (Rodhococus
pyridinivorans, Pseudomonas montielli y Bacillus sp.).

Para obtener el maximo rendimiento de la biodegradacion del aceite (reduccion de
hidrocarburos totales de petréleo en la arcilla), por el consorcio bacteriano, se realizaron
dos pruebas experimentales en un biorreactor de 5 litros de capacidad, donde se midieron
la concentracion de biodegradacion de hidrocarburos totales de petréleo, la primera se
realizé durante 13 dias y la segunda en 59 dias: se obtuvo rendimientos de menos del 2 % y
50% para la primera y segunda prueba, respectivamente, lo que muestra la reduccion de la
contaminacion de la arcilla bentonita contaminada.

Palabras clave: Aceites lubricantes usados, biodegradacion, arcillas bentonita.

STUDY OF THE BIODEGRADATION OF RESIDUES OF
LUBRICANT OIL RETINED IN BENTONITA USING THE
BACTERIAL OIL EATING MICROBES CONSORTIUM
(Rodhococus, Pseudomonas and Bacillus)

ABSTRACT
The inadequate final disposal of hazardous industrial waste, such as bentonite used in the

refining processes of contaminated automotive lubricants, generates a series of negative
environmental impacts on water, air and soil resources. To contribute to the minimization

* Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima Pert, jaqui_
chirreflores@yahoo.es
® Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
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of these impacts, the purpose of the present investigation was to evaluate the biodegradation
capacity of a sample of automotive lubricating oil trapped in bentonite clay, using the bacterial
consortium Oil Eating Microbes (Rodhococus pyridinivorans, Pseudomonas montielli and
Bacillus sp.).

To obtain the maximum performance of the biodegradation of the oil (reduction of total
hydrocarbons of oil in the clay), by the bacterial consortium, two experimental tests were
carried out, in a five liter capacity bioreactor, where the concentration of biodegradation of
total petroleum hydrocarbons was measured, the first was performed for 13 days and the
second in 59 days: less than 2 % and 50 % yields were obtained for the first and second tests
respectively, which shows the reduction of contamination of the contaminated bentonite clay,
which is one of the environmental problems that it is desired to eliminate, since they cause
air, water or soil pollution, affecting the ecosystems both aerial, aquatic or terrestrial.

Key words: Used lubricating oils, biodegradation, bentonite clays.

INTRODUCCION

El aceite lubricante usado (ALU) es todo aceite que ha sido utilizado y se encuentra
contaminado con impurezas fisicas o quimicas y no retine las condiciones optimas para el
fin para el cual fue producido inicialmente. Los aceites lubricantes usados son considerados
residuos peligrosos y existen diversas opciones para disminuir su peligrosidad, pero lo mas
importante es poder eliminar sus impurezas fisicas y quimicas, para recuperar el aceite
base lubricante. EI método tradicional acido-arcilla, genera una gran cantidad de arcillas
contaminadas, que no son reaprovechadas. Las arcillas tipo bentonitas, consideradas como
suelos arcillosos montmorilloniticos, son altamente plasticos y expansivos (Duque y Escobar,
2013). Se utilizan como medio filtrante para decolorar aceites lubricantes usados de origen
mineral y, luego de esto, la arcilla queda como un residuo contaminado con aceite.

Segin Venosa et al. (1999), las bacterias gram negativas parecen encontrarse mas
adaptadas a estas fuentes de carbono. Haritash et al. (2009), estudiaron la biodegradacion
de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), como se muestra en la figura 1. Algunas
de las especies bacterianas conocidas para degradar PAHs son las siguientes: Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluoresens, Mycobacterium spp., Haemophilus spp., Rhodococcus
spp., Paenibacillus spp.
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Figura 1. Estructura quimica de algunos PAHs comtinmente estudiados
(Haritash etal., 2009).
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Figura 2. Degradacion propuesta del 3,4 — dihidroxi - fenantreno por
Mycobacterium sp. cepa KR2 (Haritash ezal., 2009).
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La biodegradacion de los PAHs ha sido observada tanto en condiciones aerobicas como
anaerobicas y la tasa puede ser mejorada por pretratamiento fisico y quimico en suelos
contaminados. En la figura 3 se muestra la biodegradacion anaerobica.

OH Ha CH20H
“ o @ 2
Hs OH
Fenantreno P-Cresol Alcohol p-Hidroxibenzil

Hidrocarburo/agua CQOH H> CH&\Z
H (0}
v N oH C
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Acido Acético Fenol p-Hidroxibenzoato p-Hidroxibenzil aldehido

Figura 3. Biotransformacion anaerdbica del fenantreno por bacterias sulfato-reductoras
(Haritash et al., 2009).

El presente estudio experimental se realizé tomando como referencia el modelo matematico
de Medina S. et al. (2009), que estudia la biodegradacion de hidrocarburos en suelos
contaminados, utilizando los fenomenos de difusion, sorcion y biodegradacion en un reactor
de lodos de hidrocarburos.

PARTE EXPERIMENTAL

El aceite contaminado presente en la arcilla se removid mediante el proceso de biodegradacion
de hidrocarburos con un consorcio de bacterias. Este proceso se realizé en un biorreactor en
el cual se proporciono las condiciones adecuadas al medio de cultivo para que la velocidad
de reproduccion de las bacterias sea la 6ptima.

El procedimiento experimental se realiz6 de la siguiente manera:

1.- Determinacion de la cantidad de aceite lubricante usado presente en la arcilla.

2.- Aislamiento y caracterizacion de las cepas del consorcio liofizado.

3.- Crecimiento del consorcio bacteriano degradador.

4.- Siembra y evaluacion de la biodegradacion del consorcio en un biorreactor.

5.- Cuantificacion de la cinética de crecimiento y biodegradacion de los hidrocarburos.

Breve descripcion de las etapas del procedimiento:

1.- Determinacion de la cantidad de aceite lubricante usado presente en la arcilla
Extraccion de hidrocarburos totales de petroleo se realizo con el equipo de Soxhlet, de

acuerdo a la técnica 3540 de la EPA y la medicion se hizo mediante el método gravimétrico.
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Una muestra de 5 gramos de arcilla contaminada fue envuelta con pabilo y se utilizo éter
etilico como solvente a una temperatura de 60°C durante 12 horas.

Después de 12 horas, se evapord el éter y se determind la cantidad de aceite, contenida en el
balon.

2. Aislamiento y caracterizacion de las cepas del consorcio liofizado
La descripcion de los microorganismos es relevante para elevar la certeza de la pureza de su
uso durante la produccion del consorcio.

El aislamiento de las cepas contenidas en el producto “Oil Eating Microbes” se realizé con
la finalidad de identificar, purificar y obtener bacterias cuantificables. Se sembr6 0,5 gramos
del contenido de la pastilla en un tubo con 10 mL de caldo nutricio (Himedia) y otros 0,5
gramos en un tubo con 10 mL de caldo acetamida (Merck). Ambos tubos se incubaron a 30 °C
durante 27 horas.

El crecimiento producido en el tubo con caldo nutricio (Himedia) se estri6 en dos placas
de agar nutriente y el crecimiento producido en el tubo con caldo acetamida se estrié en dos
placas de agar King B; todas las placas fueron incubadas a 30 °C por 48 horas.

3.- Crecimiento del consorcio bacteriano degradador

Luego de caracterizar las cepas del consorcio, se dieron las condiciones necesarias para el
crecimiento de las bacterias: para el crecimiento de Pseudomonas montielli se us6 un medio
inductor de lipasas (glucosa 15 g/L, glicerol 10 g/L, extracto de levadura 3 g/L, peptona de
carne 5 g/L, K2HPO4 0,3 g/L, NaCl 0,5 g/L y estabilizado a pH 7,0), el cual fue preparado
en un volumen de 500 mL e inoculado con 10 mL de una suspension de 105 células/mL.
Igualmente para Bacillus licheniformis y Rhodococcus pyridinivorans se utilizd un medio
nutricio fortificado con glicerol (glucosa 20 g/L, glicerol 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L,
sulfato de amonio 0,5 g/L, fosfato monopotasico 0,4 g/L, NaCl 0,5 g/L, sulfato de magnesio
0,5 g/L; sulfato de manganeso 0,02 g/L y estabilizado a pH 7,0), los cuales fueron preparados
en dos matraces, en volimenes de 500 mL e inoculado con 10 mL de una suspension de 10°
células/mL de cada cepa. Todos los caldos fueron incubados por 48 horas a una temperatura
de 30°C y 150 rpm. Luego de culminado el crecimiento se mezclaron en una botella estéril
todos los cultivos y agitados durante 3 horas a 150 rpm. Este fue el consorcio para las
evaluaciones de degradacion.

4.- Siembra y evaluacion de la biodegradacion del consorcio en un biorreactor

En un biorreactor de 5 litros de capacidad (figura 7), de acero inoxidable A-304, con agitador
mecanico, lectura de la velocidad del impulsor (120 rpm), sistema de mamparas y difusor
circular de aire, un compresor metalico con aire esterilizado mediante un filtro bacteriologico
de 0,45 um; para inyectar 50 L/min de aire. Asimismo, el equipo cuenta con un calentador
que es controlado a 35°C.
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Una muestra de 1,5 kilos de arcilla bentonita saturada, fue colocada en un biorreactor, luego
se adiciond 4,5 L de agua destilada mezclando completamente. Esta mezcla se llevé a pH 7,0
con la adicion de una solucion de NaOH, 1M, y luego se inoculd un volumen de consorcio
igual al 10 % del volumen total de agua (Pseudomonas montielli con 3,4 x108 cel/mL; Bacillus
licheniformis con 1,9 x10% cel/mL; y Rhodococcus yridinivorans con 8,2 x108 cel/mL).

Se tomaron muestras cada 24 h, para medir el rendimiento de la biodegradacion, de acuerdo
al método gravimétrico de equipo Soxhlet 3540 de la EPA.

Figura 4. Reactor biologico de 5 L en acero inoxidable.

5.- Cuantificacion de la cinética de crecimiento y biodegradacion de los hidrocarburos

Se tom6 una muestra cada 24 h, para la medicion del crecimiento microbiano mediante la
técnica de diluciones y siembra por diseminacion en agar Cetrimide para Pseudomonas e
Hicrome para el resto de bacterias, entre ellas los heterdtrofos viables acompafantes de la
flora de la arcilla.

Las pruebas experimentales confiables, realizadas para la biodegradacion de hidrocarburos
totales de petroéleo, fueron dos procesos batch, durante un periodo de tiempo de 13 y 59 dias,
respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados del aislamiento y caracterizacion de las cepas son los siguientes:
e Rhodococcus Pyridinivorans:

Se logro aislar esta bacteria del producto, caracterizandose por tener colonias puntiformes
elevadas con bordes lisos y una coloracion parduzca (figura 5).

Figura 5. Rhodococcus pyridinivorans en un agar nutricio.

e Pseudomonas Montielli:

Las colonias son circulares, de borde liso, mucosas y de aspecto himedo y con pigmentacion
verduzca fosforescente (figura 6).

Figura 6. Pseudomonas montielli aislada en agar cetrimide.
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*  Bacillus licheniformis:
Las colonias de esta bacteria son de borde lobulado, ligeramente festoneado, superficie
rugosa, color blanquecino (figura 7).

Figura 7. Bacillus Licheniformis en agar nutricio.

Produccién del consorcio bacteriano degradador

Se logrd un consorcio microbiano con las concentraciones: Pseudomonas montielli con 3,4
x108 cel/mL; Bacillus licheniformis con 1,9 x108 cel/mL; y Rhodococcus pyridinivorans con
8,2 x108 cel/mL.

Cuantificacion de la cinética de crecimiento y degradacion de los hidrocarburos
Durante el desarrollo del proceso de degradacion de la primera prueba experimental, se
evidencio un aumento de las cepas del consorcio microbiano a partir de los 3 dias; el cual se
extendio hasta el dia 10, momento desde el cual se establecio un crecimiento estacionario y se
evidenci6 una elevacion del porcentaje de degradacion de hidrocarburos presentes. También
hubo un crecimiento de las bacterias heterdtrofas viables, que son las que se encuentran
en el medio ambiente, las cuales no interrumpieron en la actividad degradativa ya que su
crecimiento no fue considerable con respecto al resto de bacterias del consorcio.

La muerte bacteriana se dio pasados los 13 dias en la primera prueba experimental, iniciando
primero con el género Rhodococcus y Pseudomonas; y manteniéndose la presencia del
género Bacillus; ya que estos ultimos poseen estructuras de permanencia o latencia llamadas
esporas (figura 8).
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Figura 8. Cinética de crecimiento de bacterias en UFC/mL en funcion del tiempo de la
primera prueba experimental. (Elaboracion propia).

En la segunda prueba experimental, la muerte bacteriana se observd luego de 45 dias,
iniciandose primero con el género Rhodococcus y Bacillus; y manteniéndose la presencia del
género Pseudomonas (figura 9).
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Figura 9. Cinética de crecimiento de bacterias en UFC/mL en funcion del tiempo de la
segunda prueba experimental. (Elaboracion propia).
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La concentracion de hidrocarburos totales de petroleo en gramos, se cuantificaron en el
equipo de Soxhlet, de acuerdo a la técnica 3540 de la EPA y la medicion se hizo mediante el
método gravimétrico.

El rendimiento de biodegradacion de hidrocarburos totales de petroleo (HTP), se realizod
mediante la formula:

(1 - Peso final) * 100 %

Peso inicial

En la biodegradacion de los HTP en la primera prueba experimental se evidenci6 una elevada
actividad a partir de los 9 dias de actividad, logrando un méaximo de 1,85 % a los 13 dias. En
cuanto a la degradacion de los HTP de la segunda prueba experimental se obtuvo una elevada
actividad a partir de los 8 dias, logrando un maximo de 50 % a los 59 dias como se muestra
en la tabla 1.

Figura 1. Concentracién de HTP (g) y % de biodegradacion de los hidrocarburos totales de
petroleo (HTP) en el tiempo de las dos pruebas experimentales.

Tiempo Concentracion de Concentracion de
(dias) HTP (g) - (% de HTP (g) - (% de
biodegradacion): biodegradacion):
1ra. Prueba 2da. Prueba
0 2.002 1.961
1 1.998 —(0.19)
2 1.950 — (0.56)
5 1.923 —(1.94)
6 1.979 — (1.15)
8 1.792 — (8.62)
9 1.970 — (1.60)
13 1.965 —(1.85)
15 1.615 —(17.64)
21 1.506 — (23.20)
45 1.021 —(47.93)
59 0.987 —(49.67 = 50)
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Se obtuvo una reduccion de menos del 2 % de hidrocarburos totales de petrdleo en la primera
prueba experimental con una dilucion de arcilla: agua de 1:1, mientras que en la segunda
con una dilucién en arcilla: agua de 1:3, se obtuvo un 50% de biodegradacion del aceite
lubricante usado que se encuentra en la arcilla contaminada.

Se concluye que la segunda prueba experimental, realizada durante 59 dias, se obtuvo un mejor
resultado de biodegradacion de 50 %, en comparacion con la primera prueba experimental
realizada en 13 dias, se obtuvo menos del 2 % de biodegradacion de hidrocarburos totales
de petroleo.

Nuestros resultados son bastante alentadores cuando comparados a los obtenidos por Lee
et al. (2006), después de 105 dias, se obtuvo una reduccion de 42-51% de hidrocarburos
totales de petrdleo; en el caso de Xu et al. (2013), después de 18 dias se redujo en 53 %; y
Karamalidis et al. (2010), después de 191 dias se obtuvo una reduccion de 94 %, a diferentes
condiciones de operacion.

CONCLUSIONES

Para el presente estudio, se puede concluir que se obtuvo una reduccion del 50% de
hidrocarburos totales de petroleo, lo que va a influir en la eliminacion de los contaminantes
de la arcilla, lo que permitira preservar el medio ambiente.

El método empleado permite reutilizar la arcilla contaminada y, por consiguiente, reducir
la cantidad de recursos no renovables empleados en el tratamiento de aceites lubricantes
contaminados.
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ALTERNATIVAS DE PRETRATAMIENTO TEXTIL: METODO
INTEGRADO DE DESCRUDE-BLANQUEO Y BLANQUEO
QUIMICO-ENZIMATICO, EVALUACION Y COMPARACION
CON EL METODO CLASICO

Beatriz Orcén Basilio™!, Mariel Giraldo Borja?, Eduardo Flores Rua’,
Anthony Ynca Berrospi*

RESUMEN

En la Universidad Nacional de Ingenieria (Laboratorio Textil N° 24) se realizaron ensayos
de pretratamiento para descrude y blanqueo, utilizando como materia prima un tejido de
ligamento jersey elaborado con algodon Pima de titulo 30/1 Ne. Se desarrollaron los procesos
de descrude y blanqueo para la obtencion de un material hidréfilo con un grado de blancura
tal que permita el 6ptimo tefiido de blancos y colores claros. Los ensayos de pre tratamiento
se desarrollaron haciendo uso de material de vidrio diverso y agitacion manual, mientras
que el proceso de tintura se realizd en una maquina Conmatex con movimiento vertical.
Para evaluar el grado de blanco, se utilizé el espectrofotometro Datacolor 550, software
Color Tools version: 1.1.1. Se realizaron tres procesos de blanqueo: clasico o referencial, que
consiste en descrude y blanqueo separados; integrado, que considera descrude y blanqueo
en un solo bafio; y enzimatico, donde la enzima activa la formacion de peréxido, con fase
previa de descrude. Al evaluar absorcion y capilaridad, se concluye que el método enzimatico
tiene resultados similares a los del método clésico, pero mejores que el integrado. La pérdida
de peso de los métodos clasico y enzimatico es mayor que el método integrado debido a la
fase previa de descrude. Los mejores valores para grado de blancura los registro el método
clasico seguido del método enzimatico y la prueba de tefiido comprueba que el color obtenido
mediante ambos métodos estd en un rango aceptable. El impacto en los efluentes medido a
través del DBO?® registro valores menores para el método enzimatico.

Palabras clave: algodon, descrude, blanqueo, absorcion, capilaridad, efluentes.

1 Facultad de Ingenieria Quimica y Textil, Universidad Nacional de Ingenieria, Av. Tipac Amaru 210, Rimac,
Lima-Pert, borcon@uni,edu.pe
2 Facultad de Ingenieria Quimica y Textil, Universidad Nacional de Ingenieria
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TEXTILE PRETREATMENT ALTERNATIVES: INTEGRATED
METHOD OF SCOURING-BLEACHING AND CHEMICAL-
ENZYMATIC BLEACHING, EVALUATION AND COMPARISON
WITH THE CLASSICAL METHOD

ABSTRACT

Pretreatments were made to a Pima cotton jersey knit with yarn number Ne 30/1, with two
processes: scouring and bleaching to obtain a hydrophilic material with a whiteness degree
that allows dyeing of light colors and whites. The trials were developed at a laboratory level
at the National University of Engineering (Textile Laboratory No. 24) using beakers and
manual agitation, dyeing was executed on the Conmatex machine with vertical movement
and to evaluate the degree of whiteness, the spectrophotometer (Datacolor 550, software
Color Tools version: 1.1.1) was used. Three bleaching processes were carried out: classical
(referential) consisting of separate scouring and bleaching stages, integrated that considers
scouring and bleaching in a single bath and enzymatic where the enzyme activates the
formation of peroxide and has a previous scouring phase. When evaluating absorption and
capillarity, it is concluded that the enzymatic method has similar results to those of the
classical method and better results than the integrated method. The weight loss of classical
and enzymatic methods is greater than the integrated method due to the previous scouring
phase. The best values for the degree of whiteness were achieved by the classical method
followed by the enzymatic method and the dyeing test proves that the colors obtained from
both methods are within an acceptable range. The impact on the effluents measured through
BOD? registered lower values for the enzymatic method.

Key words: cotton, scouring, bleaching, absorption, capillarity, effluents.

INTRODUCCION

El algodon es la fibra natural de mayor importancia mundial como sustrato textil, con ¢l se
producen prendas de vestir, articulos para el hogar y productos industriales, su importancia
ha decaido con la aparicion de las fibras sintéticas, sin embargo, aun representa mas del 50
% de las prendas de vestir. Para muchos tipos de prendas, una prenda de 100 % algodén es
sefial de calidad garantizada'.

La fibra de algodon esta compuesta por paredes celulares secas de células vegetales muertas.
Luego del desmotado y limpieza mecanica se obtiene aproximadamente 95 % de celulosa.
La celulosa en el algodoén tiene estructura de polimero lineal de B-D-glucopiranosa. Los
constituyentes no celuldsicos generalmente se encuentran en la cuticula, pared primaria y
lumen, estos constituyentes son: proteinas (1,3 %), sustancias pécticas (1,9 %), cenizas (1,2 %),
ceras (0,6 %), azucares (0,3 %), acidos organicos (0,8%), trazas de pigmentos y otros como
motas y residuos de semillas y hojas (1,4 %)*.
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El proceso purificador del algodon es el descrude alcalino, que se realiza previo al tefiido.
Aqui se eliminan componentes no celuldsicos del algodon e impurezas agregadas: lubricantes
y aceites. La fibra absorbe el alcali, éste neutraliza el grupo carboxilo en la celulosa y en las
pectinas. Los grupos hidroxilos en las unidades de glucosa en la celulosa son débilmente
acidos por lo que favorecen el aumento de la concentracion del alcali en la fibra y se ataca
intensamente a las impurezas. El descrude proporciona hidrofilidad al sustrato por accion del
alcali y tensoactivos. Actualmente, se usa el hidroxido de sodio para el descrude que elimina
impurezas, pero también degrada la fibra bajo condiciones severas creando fisuras en ellas
o disolviendo la cuticula o pared primaria. Estos cambios en el algodon resultan en pérdida
de peso (5-10 %) y longitud, alteracion en el titulo del hilo y cambios en la resistencia a la
traccion (usualmente un aumento)?.

El blanqueo clasico utiliza peroxido de hidrogeno en forma de anion perhidroxi en medio
acuoso alcalino (pH 10,5-10,8), este anion reacciona con los pigmentos naturales y los oxida*.
El descrude y blanqueo se realizan en etapas separadas con alto consumo de energia debido a
las altas temperaturas necesarias. Para reducir el consumo de energia, se combinan etapas, se
reduce el tiempo de reaccion o se usan activadores de peroxido a menores temperaturas. La
integracion de procesos considera productos que potencien la formulacion tal que mejoren la
remocion y decoloracion de impurezas®.

FORMACION DE PER HIDROLASA:

0 [0}
‘ ‘ Invazyme LTE ‘ ‘
—)
R C—— X . H,0, R——C ——0—O0H + HX
Activador Invatex LTA Perécido
REACCION DE BLANQUEO:
[0} [0}
R——C——0—0H == [0] + R——C——O0OH
Peréacido Oxigeno activo Acido carboxilico

[0] + Sustratotextil =========) Sustrato blanqueado

Figura 1. Ecuacion del blanqueo enzimatico*.

El uso de enzimas para el pretratamiento textil tiene ventajas en comparacion a los procesos
anteriores, se usan como catalizadores a bajas temperaturas, con valores de pH cercanos al
neutro, son biodegradables y el impacto ambiental es 25 % menor que un proceso clasico
de blanqueo. En el mecanismo del blanqueo quimico enzimatico, una enzima del tipo aril-
esterasa (Invazyme LTE) actGia como catalizador para la formacion del peracido, quien
libera el oxigeno activo (agente de blanqueo) que reacciona con la fibra para blanquearla. Se
muestra la ecuacion quimica con la cual se trabaja este método en la figura 1*.
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En trabajos anteriores, que analizaron la factibilidad de un tratamiento enzimatico para los
tres procesos previos: desencolado (aplicable solo a tejidos planos para la remocién de la
goma de los hilos de urdimbre), descrude y blanqueo con el uso de una mezcla de enzimas
como las amilasas, pectinasas y glucosa oxidasas, el peroxido de hidrogeno se producia
enzimaticamente a partir del agente de encolado. Luego, se convertia en la forma de acido per
acético para el blanqueo del tejido de algodon. Sin embargo, el grado de blanco fue medio,
pero el grado de absorcion fue bueno’.

Una de las caracteristicas mas importantes de un efluente es la cantidad de oxigeno necesario
para estabilizar, esta cantidad es la demanda bioquimica de oxigeno y es la cantidad de
oxigeno requerido para estabilizar el efluente en la presencia de bacterias que consumen los
contaminantes quimicos®.

En la actualidad existen enzimas que pueden reemplazar los procesos de descrude y blanqueo
con resultados similares a los procesos clasicos, y que significan una buena alternativa para
la reduccion de la contaminacion’.

PARTE EXPERIMENTAL

Muestra
Tejido crudo de ligamento Jersey, con algodon Pima titulo 30/1 Ne, de gramaje 150 g/m?,
titulo Ne 30/1.

Condiciones del proceso
Relacion de bafio 1:15, que se utilizé debido a que no se contaba con material de vidrio para
trabajar relaciones de bailo menores. Peso del sustrato: 10 gramos.

Medio de calentamiento y ensayo: Plancha calefactoras con temperatura graduada, vasos de
precipitados de vidrio y agitacion manual.

Método clasico de descrude y blanqueo

Se utilizo este método como estandar a motivo de comparacion con el método integrado
(utilizado actualmente en plantas textiles) y el enzimatico (propuesta alternativa ecoamigable).
Se inicia con el descrude y a continuacion el blanqueo, en ambas etapas se pre calienta
la solucion a 50 °C (para disminuir la tension superficial del agua y facilitar que el textil
se sumerja), se agrega el sustrato y se eleva la temperatura a 98 °C a razén de 3°C/min,
manteniéndola por 45 min. Para la eliminacion del peroxido residual, se utiliza la enzima
Catalasa al 0,5 g/l (Globolase OH-N).
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= CURVA DE DESCRUDE —ENJUAGUE CALIENTE
e NEUTRALIZADO = ENJUAG UE FRIO
95°C

45- 60" \
—\ 80°C

Humectante 1,5g/L
Detergente 3,5g/L
NaOH 4,5g/1
40°C

—\
ZS'C—\ —\ 25°C

Figura 2. Curva de descrude.

Tabla 1. Receta de descrude.

PRODUCTO FUNCION CANTIDAD
Kieralon Wash MFB Humectante 1,5 g/l
Felosan NFGT Detergente 3,5¢/1
Hidréxido de Sodio 50°Be Alcali 4,0 g/l

CURVA DE BLANQUEO ENJUAGUE EN CALIENTE

NEUTRALIZADO ENJUAGUE EN FRIO

ELIMINACION DEL PEROXIDO RESIDUAL

45

\

Globolase 1H7N o.5gr/L

—\ssoc

15

H.0, 30% 8ce/L
Detergente 1cc/L
NaOH (50° Be) 4 gr/L
Estabilizador 2¢cc/L

Acido acdtico 0.5gr/L

40°C j
_\25"C

3°C/min

25°C

25~>c—\

Figura 3. Curva de blanqueo clasico.
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Tabla 2. Receta de blanqueo clasico.

PRODUCTO FUNCION CANTIDAD
Peroxido de Hidrogeno al 30% Agente de blanqueo 8 cc/l
Felosan NFGT Detergente 1 cc/l
Hidréxido de Sodio 50° Be Alcali 4g/l
Estabilizador SIFA Estabilizador de peroxido 2 cc/l

Método integrado

Se trabaja el descrude y blanqueo en un mismo bafio con alcali y peroxido, los % de ambos
sobre el peso del sustrato. Se agrega el alcali a 40°C y el textil y se mantiene por 2 minutos,
elevandose la temperatura a 60°C para ingresar el peroxido. Se eleva la temperatura con
gradiente de 3°C/min hasta 98°C donde se mantiene por 30 min. Este bafio trabaja con
humectante, detergente y estabilizador.

NaOH 2.5%

wc Y
2 min

2 min

LADIPUR 2%

HOSTAPAL 2%

ESTABILIZADOR SIFA 2%

20 min
95°C

H202 30% 756

60°C L—

2 min

10min

40°C T—

ACIDO ACETICO 0.5 g/I

Figura 4. Curva de blanqueo integrado.

Tabla 3. Receta del método integrado.

PRODUCTO FUNCION CANTIDAD
Hidroxido de sodio 50° Be Alcali 4%
Peroxido de hidrogeno (30%)  Agente de blanqueo 7%
Hostapal RMN Humectante 1,5 %
Felosan NFGT Detergente 1,5%
Estabilizador SIFA Estabilizador de peroxido 1,5 %
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Método quimico - enzimatico

Consiste en dos etapas, descrude y luego blanqueo enzimatico, en bafios diferentes. Se trabaja
con la enzima de tipo aril-esterasa, que actia como catalizador para la formacion del peracido,
que libera oxigeno activo y oxida los pigmentos coloreados de la fibra para blanquearla.
El método trabaja con menor concentracion de perdxido de hidrogeno y soda caustica en
comparacion con el método clasico. Para el blanqueo se agrega detergente, alcali (soda ash),
activador de peroxido, peroxido de hidrogeno, y enzima catalizadora. Se precalienta a 40°C,
se agrega el textil y se eleva la temperatura a 65°C con gradiente de 2°C/min. Luego de 30
minutos, se agrega hidroxido de sodio 1,2 g/l y se eleva la temperatura a 98°C con gradiente
de 1,5 °C / min., se mantiene por 20 minutos. Luego, en bafio nuevo, se agrega catalasa 0,5
g/l para eliminar el peroxido residual.

CURVA DE BLANQUEO ENJUAGUE EN CALIENTE

NEUTRALIZADO ENJUAGUE EN FRIO

ELIMINACION DE PEROXIDO RESIDUAL

20 Globolase QH-N 0-Sgr/L

15

Carbonato de sodio 2gvr/L
Invatex LTA 3gr/L
H20: 30% 6cc/L
Invazime LTE 1gr/L

Clarite one 1.5 gr/L SMST"’

2 40°C

40°C
NaOH 2.2 gr/L \ T \

3°C/min N
Acido actico 0.5gr/L

Figura 5. Curva de blanqueo quimico-enzimatico.

Tabla 4. Receta del método quimico-enzimatico.

PRODUCTO FUNCION CANTIDAD

Clarite One Detergente 1,5 g/l
Carbonato de sodio (soda ash) Alcali 2 g/l
Invatex LTA Activador de peroxido 3g/1
Peroxido de hidrogeno (30%) Agente de blanqueo 6 cc/l
Invazyme LTE Enzima catalizadora 1¢g1
Hidroxido de sodio 50° Be Alcali 1,2 g/l
Globolase OH-N Enzima catalasa 0,5 g/l
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Neutralizado
Posterior a los bafios de descrude y blanqueo se realiza un neutralizado con acido acético
glacial a 0,5 g/l a 40°C, seguido por enjuagues en caliente y frio.

Eliminacién del peroxido residual
Posterior a los bafios que usan peréxido de hidrogeno, se realiza la conversion hacia agua y
oxigeno mediante el uso de 0,5 g/l de catalasa y enjuagues en tibio y frio.

Prueba de teiiido

Las muestras pre tratadas y blanqueadas son tefiidas con colorante reactivo Azul Everzol
SAM con una relacion de bafio 1:15. La temperatura inicia a 40°C, en presencia de auxiliares
(secuestrante, Sirrix 1g/l; humectante, Hostapal HRM 1g/1). Después de 10 min se adiciona
el colorante, 1 % sobre el peso del sustrato. Luego del mismo tiempo, para fijar el colorante,
se adiciona una décima parte de carbonato, elevando la temperatura a razon de 1,5 °C/min
hasta a los 60°C. Luego de intervalos de veinte minutos, se adiciona el resto de carbonato
en partes de tres y seis décimos, para permanecer en agitacion durante 45-60 minutos. El
proceso concluye con el respectivo neutralizado y enjuagues varios.

R:B::1:15 boeade
W: 10g 80°C
3/10C0;
610C0;
60'C
Auxiliares Neutralizado
Sal

Colorante  1/10C0O,

a0'c
\ J Erjuague Enjuague
10' & 100 10 —‘ 20°c _| 20c

pH

a0'c -

Figura 6. Curva de tefiido con colorantes reactivos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Demanda bioquimica de oxigeno (DBOS5)
Es la cantidad de oxigeno en mg/l necesaria para descomponer la materia organica presente
mediante accion de los microorganismos aerobios presentes en el agua.

Tabla 5. Tabla comparativa de DBO,.

METODO DBO 5 (mg/l)
Integrado 1179
Clasico 717
Enzimatico 519
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La DBO del baiio residual del blanqueo enzimatico es la menor de los tres métodos, lo que
indica que el consumo del oxigeno disuelto por la materia organica presente en el bafio es el
menor ya que existe menor presencia de materia organica en el bafio residual.

La DBO del bafio residual del método integrado es la mayor de los tres debido a que hay una
combinacion de dos procesos: descrude y blanqueo en un mismo baiio, altamente alcalino
que provocan mayor presencia organica descompuesta en el bafio.

Grado de blancura

Haciendo uso del espectrofotdémetro DATACOLOR, que mide los valores triestimulos,
obtenemos el valor de blancura medido en grados Berger.

La tabla 6 muestra el resultado del grado de blanco para los tres métodos de pretratamiento.

Tabla 6. Tabla comparativa del grado de blancura en °Be.

METODO GRADO BERGER
Clasico 78,18
Enzimatico 77,54
Integrado 71,28

Se observa en la figura 7 que la curva longitud de onda vs reflectancia es muy similar para los
descrudes clasico y enzimatico, dando un grado de blanco aceptable.

Figura 7. Longitud de onda vs reflectancia:
----- Clasico, ---- Integrado, ---- Enziméatico
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Tabla 7. Descripcion del blanco en la escala CIELab.

ESTANDAR  LOTE LECTURA CIE Lab DESCRIPCION
) o Mas claro, mas verde y mas
Clasico Enzimatico Pasa
amarillo
) Mas oscuro, mas verde y mas
Cléasico Integrado Falla

amarillo

Medida del pH

La medicion del pH se realiz6 en la etapa del blanqueo para los tres métodos después de
terminado el proceso, es decir, en la etapa final considerando las dosificaciones de carbonato
y soda posteriormente, en los casos que aplica.

Tabla 8. Tabla comparativa de pH.

METODO pH
Integrado 11
Clasico 12
Enzimatico 9

Evaluacion del grado de descrude

Determinacion de la pérdida de peso
Se realizo la evaluacion a los tres procedimientos de blanqueo, aplicando lo siguiente:

Pesoantes del descrude ~— Pesodes ués del descrude
L (100%)

% Peso perdido =
Pesoantes del descrude

Tabla 9. Tabla comparativa del porcentaje en pérdida de peso total incluyendo descrude.

. PESO PESO % PERDIDA DE % PERDIDA
METODO
INICIAL FINAL PESO BLANQUEO DE PESO TOTAL
Enziméatico 10,00 9,808 1,25 4,13
Integrado 10,00 9,653 2,78 2,78
Clasico 10,00 9,761 1.75 4,63
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Prueba de absorcion (Hidrofilidad: Norma AATCC TM 79 — 2014)

Este método esta disenado para medir la absorcion de soluciones en los sustratos textiles,
mediante el tiempo que tarda una gota de agua con colorante en la superficie del tejido, para
ser absorbida completamente. Seglin esta norma, la muestra se coloca en la parte superior de
un vaso de precipitado, dejando caer una gota a 1cm de la superficie del tejido. Se adapté el
método colocando la tela sin tension sobre un vaso de precipitados fijado con una liga para
evitar las arrugas. Se midio el tiempo que la gota se absorbe en el tejido.

Tabla 10. Comparacion del tiempo de absorcion de una gota de agua.

METODO TIEMPO DE ABSORCION (SEG.)
Integrado 2
Enzimatico 1
Clasico 1

Prueba de capilaridad (Capilaridad: NORMA AATCC 197-2013)

Este método se usa para evaluar la facilidad con la que una solucion se transporta a lo largo
del sustrato textil. Se coloca la tela de forma vertical, en sentido de las columnas o cursas
(tejido de punto) y se permite el ascenso del agua con colorante, midiendo la altura que
alcanza sobre la tela a los 30 minutos. Se trabajoé con una tela de S5cm de ancho y 10 cm de
alto y se sumergio en una solucion de colorante reactivo Turqueza Everzol ED.

Tabla 11. Comparacion del ascenso de agua con colorante en los tres métodos.

METODO ASCENSO DE COLOR (cm)
Enzimético 8,90
Clasico 8,50
Integrado 7,30

Evaluacion de tintura
Se trabajo la misma receta de tefiido a las mismas condiciones en los tres métodos de
blanqueo: Clasico-Integrado-Enzimatico.

Se realizaron pruebas en el espectrofotometro DATACOLOR, para poder revisar la
reproducibilidad de color, tomando como estandar el tefiido del método clasico.

Rev Soc Quim Peru. 85(2) 2019



186

Beatriz Orcon Basilio, Mariel Giraldo Borja, Eduardo Flores Rua, Anthony Ynca Berrospi

Tabla 12. Descripcion de los resultados en funcion al valor CIE Lab.

Lectura

ESTANDAR LOTE DESCRIPCION LOTE
CieLab
Clasico Enzimatico Pasa Mas oscuro, mas verde y mas azul
Clasico Integrado Falla Mas oscuro, mas verde y mas amarillo
Tabla 13. Tabla de diferencia de color total CIE Lab.
LOTE CIE Da CIEDb CIEDC CIEDH CIE DE LECTURA
Enzimatico -0,06 -0,43 0,43 0,07 0,22 Pasa
Integrado -0,03 0,35 -0,33 -0,13 0,37 Pasa

deltacMc| U3000/10 | D65/10 |

II =" o]

Figura 8. Espacio de color CIE LAB.
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CONCLUSIONES

El método clasico obtuvo un grado de blanco de 78,18 °Be, el cual es casi un punto superior
al del método de descrude/blanqueo enzimatico. Por otro lado, el método integrado resulta
con un grado de blanco de 71,28 °Be. Adicionalmente se evaluaron las muestras con la escala
CIELab, tomando como estandar el blanco obtenido con el método clasico. Se concluye que
el método descrude/blanqueo enzimatico es aceptable como alternativa para colores claros y
blancos opticos y por el contrario el blanco obtenido con el método integrado solo para tonos
medios.

Con los resultados de DBO, se concluye que el proceso de pretratamiento con el método
enzimatico tiene un impacto ambiental menor al método clésico, ya que es 27 % menor
que éste, y mas del 100 % menor que el del método integrado.

Una preocupacion de las empresas textiles, es el alto % de mermas, que implica costos
por pérdidas de material. El método descrude/blanqueo enzimatico resulta con una
pérdida de peso total de 4,13 % y solo en el proceso de blanqueo, su pérdida de peso es
de 1,25 %. El menor valor para pérdida de peso total, lo registra el blanqueo integrado.
El método clasico referencial, solo para el grado de blancura, registra una pérdida de
peso del 4,63 % total y 1,75 % por el blanqueo. Se concluye que el blanqueo enzimatico
favorece la conservacion de la masa celuldsica en la fase de blanqueo.

Los mejores valores de grado de absorcion y capilaridad fueron los correspondientes a
los métodos descrude/blanqueo enzimatico y al clasico, lo que significa que el grado de
limpieza de las paredes celulares y accesibilidad de los capilares es similar, lo que se
traduce en una buena hidrofilidad del textil.

Con los resultados de la evaluacion tintorea se concluye que el método de descrude/
blanqueo enzimatico obtienen resultados muy similares al método clasico, por lo tanto
lo podria reemplazar.

Como conclusion final el método propuesto de descrude/blanqueo enzimatico resulta
en menor impacto ambiental, grado de blanco muy similar y resultados de tintura
aceptables por lo que una siguiente propuesta de trabajo seria la de eliminar el descrude
y reemplazarlo con un bio tratamiento enzimatico integral.
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NANOEMULSIONES O/W DE ACEITE ESENCIAL
DE NARANJA'Y TWEEN 80

George Alvarado Lopez™, Esperanza Medina Lezama®

RESUMEN

En la perspectiva de su aplicacion para la remediacion de suelos, se estudia la estabilidad fisica
de nanoemulsiones O/W de aceite esencial de naranja, en funcion de las concentraciones del
surfactante no iénico Tween 80 y del aceite esencial, identificandose el principal mecanismo
de desestabilizacion. Para su preparacion se empleo el método de la Temperatura de Inversion
de Fase (PIT). Las concentraciones evaluadas fueron de 10y 12 % p/p para el surfactante, y
de 5y 20 % p/p para el aceite esencial. El tamafio de particula fue determinado mediante la
técnica de dispersion dindmica de luz; y la estabilidad se midié registrando la variacion del
tamafio de gota en funcion del tiempo. Los resultados obtenidos mostraron que el sistema
constituido de 20% de aceite esencial de naranja y 10 % de Tween 80 presentd la mejor
estabilidad en relacion con los otros sistemas; de igual manera se determiné que el mecanismo
de desestabilizacion subyacente en las nanoemulsiones estudiadas, es la maduracién de
Ostwald. Asimismo, aplicando el sistema mas estable a la remediacion de arena contaminada
con diésel, se logro una eficiencia de remocion promedio del 98 %.

Palabras clave: aceite esencial naranja, temperatura inversion fase, estabilidad de
nanoemulsiones, remediacion de suelos.

ORANGE ESSENTIAL OIL O/W NANOEMULSIONS
WITH TWEEN 80

ABSTRACT

In the perspective of using it for soils remediation, the physical stability of orange essential
oil O/W nanoemulsions was studied as a function of the orange oil and nonionic surfactant
Tween 80 concentrations, identifying the main mechanism of destabilization. The emulsions
were prepared according to the Phase Inversion Temperature (PIT) method. Surfactant
concentrations varied from 10 to 12 wt% and the orange oil ones, from 5 to 20 wt%. The
particle size was determined by dynamic light scattering and nanoemulsion stability was
assessed, measuring the variation of droplet size as a function of time. The results showed
that the highest stability was achieved when using 20 wt% of orange essential oil and 10

* Escuela Profesional de Ingenieria Quimica, Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, Av.
Independencia s/n, Arequipa, Pert, georgeal2512@gmail.com
® Escuela Profesional de Ingenieria Quimica, Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa
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wt% of Tween 80. It was also determined that Ostwald ripening was the main destabilization
mechanism for the tested nanoemulsions. Using the most stable system for the remediation
of contaminated soils with diesel, the average removal efficiency was 98%.

Key words: orange oil, phase inversion temperature, nanoemulsion stability, soil remediation.

INTRODUCCION

Las nanoemulsiones van cobrando cada vez mas importancia debido a sus multiples
aplicaciones en areas como la industria cosmética, alimentaria, en la remediacion de
suelos, agroquimicos, entre otros. Considerando el tamafio de particula y su estabilidad
termodinamica, una nanoemulsién ostenta diametros de particula de la fase dispersa por
debajo de 200 nm y es termodinamicamente metaestable. Bajo el mismo criterio, se reconocen
dos tipos adicionales de emulsiones, las cuales son: emulsiones convencionales (diametro
de particula >200 nm), también metaestables, y las microemulsiones (diametro de particula
<100 nm) que presentan un comportamiento termodindmicamente estable.!

Reconocer a las nano y micro emulsiones suele ser confuso, pues poseen los mismos
componentes (aceite, agua, surfactantes y cosurfactantes) y su estructura molecular es
similar, por lo que conviene mencionar las diferencias mas relevantes en relacion con el
presente estudio. En cuanto a las concentraciones de los componentes, McClements? sefiala
un factor de diferenciacion muy importante denominado “concentracion de saturacion” (Cs)
del surfactante, entendida ésta como la maxima cantidad de aceite que se puede afladir a una
determinada masa de surfactante, expresada en gramos de aceite solubilizado por gramo
de surfactante, bajo condiciones ambientales especificas; dicha concentracion estd muy
relacionada a la cantidad total de aceite y la de surfactante presente. De alli que obtener una
micro o nanoemulsion dependera de las cantidades relativas de aceite y surfactante presentes;
las nanoemulsiones generalmente necesitan una baja concentracion de surfactante para ser
sintetizadas, lo cual constituye una importante ventaja econdmica.

Respecto a la estabilidad del sistema, el mismo autor explica que en una nanoemulsion la
energia libre de la dispersion coloidal es mayor que la energia libre de las fases separadas,
por lo que es termodindmicamente inestable; por el contrario, una microemulsion, posee
una menor energia libre para la dispersion coloidal respecto a las fase separadas, por lo que
es termodinamicamente estable. Tedricamente, esto implica que una microemulsion puede
formarse espontaneamente una vez que se junten sus componentes, aceite, agua y surfactante,
y debe permanecer estable indefinidamente manteniendo las condiciones iniciales; sin
embargo en la practica esto no ocurre porque existen barreras de energia cinética y/o tienen
lugar procesos de transferencia de masa que interfieren el sistema generando inestabilidad.

De igual manera, Capek® explica que la desestabilizacion de las emulsiones ocurre debido

a la tendencia espontanea entre las fases dispersante y dispersa de minimizar su area
interfacial; asimismo, el autor agrega que para que una emulsion sea estable electrostatica
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y estéricamente, se debe controlar la doble capa eléctrica y el grosor de la capa superficial
de la gota de aceite, la cual esta constituida por el surfactante no iénico. En otras palabras,
la estabilidad de la emulsion depende de la razén entre el grosor de la capa de surfactante
adsorbido en la superficie de la gota y el grosor de la doble capa eléctrica alrededor de
la gota. La estabilidad cinética alcanzada por las nanoemulsiones es tan significativa que
puede aproximarse a una estabilidad termodinamica, por lo que son muy apropiadas para
aplicaciones en el transporte de principios activos.*

Souza et al.’ determinaron que la estabilidad y la distribucion de tamafio de nanoemulsiones
en base a aceite esencial de naranja y Ultrol L60 dependian generalmente de la concentracion
de aceite.

Debido a la inestabilidad termodinamica de las nanoemulsiones, se han llevado a cabo algunos
estudios evaluando los mecanismos de desestabilizacion subyacentes en estos sistemas. Al
respecto, Izquierdo et al.® evaluaron la estabilidad fisica de nanoemulsiones constituidas
principalmente de hexadecano y Brij 30, en el cual determinaron que el principal mecanismo
de desestabilizacion para estos sistemas era la maduracion de Ostwald.

Capek® indic6 que la coalescencia es considerada como el principal mecanismo de
desestabilizacion en emulsiones. Sin embargo, los procesos de desestabilizacion, debidos a la
transferencia de masa, tal como la maduracion de Ostwald, siempre ocurriran en tanto exista
una curvatura entre las interfases, también agreg6 que, a parte de la curvatura de las gotas,
también la composicion de las mismas influye en el proceso de desestabilizacion.

De igual manera, se tiene la investigacion llevada a cabo por Oliveira et al.” en la remediacion
de suelos contaminados con crudo usando nanoemulsiones. En su investigacion determinaron
que la nanoemulsion mas estable fue aquella conteniendo la mas alta concentracion de
aceite y la mas baja concentracion de surfactante (20 % de aceite esencial y 10 % de Tween
80). Sin embargo, en su estudio no evaluaron los mecanismos de desestabilizacion de las
nanoemulsiones.

Recientemente, Koroleva et al.® determinaron que para nanoemulsiones constituidas de
parafina en bajas concentraciones y Brij 30 o mezclas de Tween 80 y Span 80, la maduracion
de Ostwald fue el mecanismo principal en la desestabilizacion de estos sistemas. Para
sistemas conteniendo alta concentracion de aceite, la floculacion y la coalescencia fueron
los principales mecanismos de desestabilizacion en periodos largos de tiempo. Por lo que se
concluye que el mecanismo de desestabilizacion depende principalmente de la concentracion
de aceite.

Al igual que las emulsiones convencionales, los principales mecanismos de desestabilizacion
de las nanoemulsiones pueden ser la coalescencia y la maduracion de Ostwald. La coalescencia
ocurre debido a la ruptura de la capa delgada que se forma entre gotas adyacentes, lo cual
permite que dos gotas se transformen en una sola. La capa delgada que se forma cuando dos
gotas estan en contacto es un ensamblaje molecular metaestable y su tiempo de vida es un
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factor determinante para determinar el tiempo de vida del cuerpo de la nanoemulsion. El
cambio del tamafo de gota con el tiempo en el proceso de coalescencia obedece a la siguiente
ecuacion:’

1 1 8m

2oz 3" )
Donde: r es el radio promedio de las gotas después de un tiempo t, r, es el radio promedio en
el tiempo t=0, y v es la frecuencia de ruptura por unidad de la superficie de la pelicula.
La maduracion de Ostwald surge de la diferencia de solubilidad entre gotas grandes y
pequeiias debido a las diferencias de presiones de Laplace. La teoria Lifshitz-Slezov-Wagner
(LSW) predice la linealidad del cubo del radio promedio en el tiempo. El gradiente de esta
funcion lineal es la velocidad de maduraciéon de Ostwald, m:'% !

w = dr3/dt = 8/4 [(CoYVinD)/pRT)] (2)

en donde D es la difusion en la fase continua, p es la densidad del aceite, C(0) es la solubilidad
de la fase bulk (la solubilidad de una gota de aceite de tamafio infinito), V _es el volumen
molar del aceite, R es la constante de los gases, y T es la temperatura absoluta.

En el marco de las aplicaciones en remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos,
una técnica convencional para la remocion de contaminantes del suelo es el lavado; la cual
hace uso de soluciones de surfactantes. Se trata de un proceso innovador que esta siendo
actualmente empleado en el tratamiento de un buen porcentaje de sitios contaminados.!? 3
Como ejemplo de uso de surfactantes en la remediacion de suelos se tiene el estudio llevado
a cabo por Riojas et al.,'* quienes han reportado haber alcanzado eficiencias de remocion
del 80 % en la remediacion de suclo contaminado con diésel, utilizando una mezcla del
surfactante no iénico Tween 80 y el solvente natural D-limoneno, el cual es el componente
principal del aceite esencial de naranja. El tiempo de accion de esta mezcla en la remocion
del diésel fue de 24 horas.

Sin embargo, el principal inconveniente de la aplicacion de soluciones de surfactantes
en el lavado de suelos es la formacion de emulsiones, las cuales colapsan formando dos
fases inmiscibles. Asimismo, el gran tamaio de sus gotas obstruye los poros del suelo
dificultando de esta manera la remocion del contaminante del suelo.!> '® Ante este panorama
el uso de nanoemulsiones surge como una buena alternativa para el tratamiento de suelos
contaminados con hidrocarburos, habiéndose comprobado que las nanoemulsiones presentan
altas eficiencias de remocion del contaminante a temperatura ambiente.'* Oliveira et al.,’
en su estudio de la remocion de crudo de suelo contaminado, alcanzaron una eficiencia de
remocion del 96 % utilizando nanoemulsiones conteniendo 20 % de aceite esencial de naranja
y 10 % de Ultrol L70, siendo esta formulacion la mas estable. Tal eficiencia de remocion se
logré en un tiempo de 4 horas a una temperatura de 25 °C, estando el sistema bajo agitacion
a 240 ciclos/min.
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En este contexto, conviene ampliar los estudios sobre la estabilidad fisica de nanoemulsiones
constituidas de aceite esencial de naranja con la participacion de otros surfactantes no io6nicos,
como el Tween 80, y su efecto en la eficiencia de remocion de diésel como contaminante de
suelos.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y reactivos

El aceite esencial de naranja de tipo Valenciana fue obtenido en el laboratorio de Operaciones
Unitarias de la Universidad Nacional de San Agustin mediante la técnica de Arrastre por
Extraccion de Vapor, el aceite se utilizd posteriormente tal como se obtuvo. Mediante
espectroscopia infrarroja se determino si el aceite esencial de naranja obtenido contenia
D-limoneno, para tal fin determind el grado de coincidencia respecto al contenido de
limoneno entre el espectro IR de una muestra de aceite esencial de naranja y un estandar.
El resultado arrojo un grado de coincidencia del 99,87 %, tal como se observa en la figura
1. La densidad del aceite fue de 0,84 mg/ml. Asimismo, mediante cromatografia de gases
con deteccion de masas se determind la concentracion de limoneno en el aceite esencial
de naranja, siendo el valor obtenido igual a 97,70 %, tal como se observa en la figura 2.
El monooleato de polioxietilen(20)sorbitano (Tween 80) fue utilizado tal como se obtuvo
de Panreac (Barcelona, Espana). El NaCl y el agua deionizada fueron obtenidos de Delta
Quimica (Arequipa, Pertl). La calidad del agua fue la siguiente: pH = 6,5, cloruro = 0
ppm, TDS (s6lidos totales disueltos) = 0 ppm, densidad = 1,01 g/cm?, alcalinidad = 6,5
ppm y conductividad = 0 pS/cm. La funcioén del NaCl es la de amplificar los valores de
conductividad, ya que el sistema conteniendo agua deionizada, aceite esencial de naranja y
Tween 80 tiene una conductividad muy baja al no tener suficientes grupos ionizables, por
lo que la adicion de NaCl permite una mejor lectura de los valores de conductividad para
cada sistema en la determinacion de la PIT. Cabe aclarar que el NaCl solo se utilizé para
determinar la PIT, no utilizandose en la preparacion de las nanoemulsiones.
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Figura 1. Espectro infrarrojo del D-limoneno.
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Figura 2. Cromatograma del aceite esencial de naranja, mostrando el pico
correspondiente al D-limoneno.

Métodos

Determinacion de la Temperatura de Inversion de Fase (PIT) de los sistemas

Las temperaturas de inversion de fase (PIT) de los sistemas con concentraciones de 5 % y 20
% de aceite esencial de naranjay 10 % y 12 % de Tween 80 fueron determinadas mediante
conductimetria, determinando la conductividad de las emulsiones conforme se variaba la
temperatura. Se prepararon emulsiones constituidas de aceite esencial de naranja, Tween 80
y agua conteniendo 10 mol dm de NaCl, por simple agitamiento a temperatura ambiente
(25 °C). La conductividad de las emulsiones fue medida utilizando un conductimetro Orion
3 Star.

Preparacion de las nanoemulsiones

Las nanoemulsiones fueron preparadas siguiendo el procedimiento propuesto por Oliveira
et al.,” el cual consistio en calentar por separado la fase acuosa y la mezcla constituida de
aceite esencial de naranja y Tween 80 bajo agitacion suave hasta alcanzar una temperatura de
15 °C por encima del PIT correspondiente para cada sistema. Posteriormente, la fase acuosa
y la fase oleosa conteniendo el surfactante fueron enfriadas lentamente hasta alcanzar una
temperatura de 2 a 4 °C por encima del PIT. Seguidamente, los sistemas fueron enfriados
rapidamente utilizando un bafio de hielo hasta alcanzar la temperatura ambiente (25 °C).
Las emulsiones formadas fueron almacenadas a temperatura ambiente y posteriormente
caracterizadas mediante el analizador de tamafio de particulas. Las concentraciones de aceite
esencial de naranja que se utilizaron fueron de 5 % y 20 % p/p (porcentaje en peso); para el
Tween 80 se utilizaron concentraciones de 10 % y 12 % p/p. Se tomaron esas variaciones en
base a las referencias (5) y (7), de modo que se pudieron comparar los resultados obtenidos
en el presente trabajo y los trabajos realizados por los otros autores, en los cuales utilizaron
diferentes surfactantes en la preparacion de las nanoemulsiones. Las nanoemulsiones
obtenidas fueron almacenadas a 25 °C.
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Determinacion del tamaiio de particula

El tamafo de las gotas de las nanoemulsiones fue determinado mediante la técnica de la
dispersion dinamica de luz (DLS). Para tal fin se utilizo el analizador de tamafio de particula
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido). Las mediciones fueron llevadas a
cabo a un angulo de dispersion de 90° utilizando un laser de He-Ne (A=633 nm) a 25 °C.
Los resultados de tamafio de particula se presentaron en términos del diametro promedio
(Z-Average). Cabe resaltar que la evaluacion de los mecanismos de desestabilizacion de
las emulsiones y nanoemulsiones se determina tomando en cuenta la variacion del tamaifio
promedio de las particulas en el tiempo, tal como se cita en la literatura. Asimismo, el tamafo
promedio se obtiene de la distribucion de tamafio de particulas mediante el software incluido
en el equipo Zetasizer Nano.

Estabilidad fisica de las nanoemulsiones
La estabilidad fisica de las nanoemulsiones fue determinada midiendo el tamafio de gota en
funcion del tiempo utilizando la dispersion dindmica de luz (DLS).

Aplicacion de la nanoemulsion en la remocion de diésel de arena

Se realiz6 una prueba puntual, por duplicado, evaluando la eficiencia de remocion de diésel de
una muestra de arena de playa, empleando para tal fin la nanoemulsién mas estable. La arena
fue contaminada mediante la adicion de 2 gramos de diésel en 10 gramos de arena y dejada en
reposo por 24 horas. La limpieza de la arena se realiz6 afiadiendo 30 ml de la nanoemulsion
al sistema a 25 °C. Luego de 24 de horas se procedi6 a separar la nanoemulsion de la arena.
La nanoemulsiones fue separada por centrifugacion a 3000 rpm. Se utilizo esa cantidad de
nanoemulsion en referencia al trabajo de Oliveira e al.” En su investigacion, ellos utilizaron
30 ml de nanoemulsion para realizar la limpieza de la arena. No se hicieron otras pruebas. El
diésel remanente en la arena fue extraido mediante la adicion de 30 ml de tolueno al sistema,
luego de lo cual se dejé en reposo por una hora y se llevé a centrifugacion por 30 minutos
a 3000 rpm para separar la arena del tolueno conteniendo el diésel. La cuantificacion del
diésel en el tolueno fue llevada a cabo mediante espectrofotometria. La longitud de onda
elegida para las mediciones fue de 354 nm, debido a que en esta longitud el diésel present6 la
maxima absorbancia. El espectro de absorcion del diésel fue el siguiente:
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Figura 3. Espectro de absorcion del diésel.
A esta longitud de onda de 354 nm, se realizaron mediciones de la absorbancia para diferentes

soluciones patron de diésel en tolueno, obteniéndose la siguiente curva de calibracion con su
respectiva ecuacion:
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Figura 4. Curva de calibracion para soluciones patron de diésel en tolueno.
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La ecuacion de la grafica es:

Abs=12,926Conc+0.032 3)
Los calculos se realizaron reemplazando la medida de absorbancia en la ecuacion de la curva,
obteniendo por lo tanto la concentracion de diésel remanente en la arena.

RESULTADOS Y DISCUSION

Temperatura de Inversion de Fase (PIT) de los sistemas

Los valores de la PIT de los sistemas fueron determinados midiendo la conductividad de
las dispersiones a diferentes concentraciones de aceite y surfactante: 5 % de aceite esencial
de naranja con 10 % y 12 % de Tween 80 y 20 % de aceite esencial con las mismas
concentraciones de surfactante.

Las figuras 5 y 6 muestran la variacion de la conductividad con la temperatura para todos
los sistemas. La conductividad de las emulsiones se incrementa conforme aumenta la
temperatura, alcanzando un punto maximo, para luego disminuir rapidamente. El valor de la
PIT se calcula como el promedio de la temperatura a la cual se encuentra el maximo valor de
conductividad y la temperatura correspondiente al valor minimo de conductividad.

La tabla 2 muestra los valores de la temperatura de inversion de fase calculados para
todos los sistemas. De esta tabla se observa que la PIT de las emulsiones conteniendo baja
concentracion de aceite fue mas alta que aquellas contiendo alta concentracion de aceite. Este
hecho pudo deberse a que la baja concentracion de aceite ralentizo la inversion de fase de los
sistemas, ya que no hubo suficiente cantidad de aceite para que el agua pueda dispersarse en
ella. Debido a esto se necesité una mayor temperatura para lograr una mayor solubilidad del
agua en aceite.
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Figura 5. Conductividad en funcion de la temperatura para los sistemas 5 % aceite
esencial de naranja a) 10 % y b) 12 % de Tween 80.
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Figura 6. Conductividad en funcién de la temperatura para los sistemas 5 % aceite
esencial de naranja a) 10 % y b) 12 % de Tween 80.

Tabla 1. Valores de la Temperatura de Inversion de Fase (PIT) para todos los sistemas.

Concentracion ~ Concentracion de PIT
de aceite surfactante °O)
(% p/p) (% p/p)

5 10 76
12 73
20 10 63
12 60
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Preparacion y caracterizacion de las nanoemulsiones

Las nanoemulsiones preparadas mediante el método PIT fueron caracterizadas en el analizador
de tamaiio de particula. El radio de gota fue medido a distintos intervalos de tiempo hasta la
aparicion de dos fases, siendo este hecho indicio de la desestabilizacion de la nanoemulsion.
Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado. Los sistemas conteniendo 5 % de aceite
esencial de naranja presentaron desestabilizacion de forma muy rapida, siendo evidente la
formacion de fases en un rango de dos horas desde su preparacion, por lo que estos sistemas
se descartaron para un posterior analisis. Considerando los sistemas conteniendo 20 % de
aceite esencial de naranja, se observo que el sistema 20 % de aceite esencial y 10 % de Tween
80 presento ciertas fluctuaciones en el tamafo de gota en el tiempo, sin embargo el tamafio
de gota permanecio6 aproximadamente constante en el tiempo tal como se observa en la figura
7, asi como en la distribucion de tamaiio de particula (figura 8); seguidamente este sistema
presentd formacion de fases luego de un periodo de 15 dias después de su preparacion. Sin
embargo, el sistema conteniendo 20 % de aceite esencial y 12 % de Tween 80 presentd un
progresivo aumento del tamafio de gota en las primeras 24 horas posterior a su preparacion,
tal como se observa en la figura 7 y en la distribucion de tamafio de particula para este sistema
(figura 9); pasado este tiempo el sistema present6 formacion de fases.

Cabe resaltar que en ambos sistemas se observa que el tamafio inicial de particula decrece
conforme aumenta la concentracion de surfactante, hecho que pude ser atribuido a un aumento
del area en la interfase y a la disminucion del valor de la tension interfacial.

180
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Figura 7. Didmetro hidrodinamico en funcion del tiempo para los sistemas 20 % de
aceite esencial, 10y 12 % de Tween 80.
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Figura 8. Distribucion de tamafio de particula para el sistema 20 % aceite esencial
de naranja 10 % Tween 80.
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Figura 9. Distribucion de tamaiio de particula para el sistema 20 % aceite esencial
de naranja 'y 12 % Tween 80.

Rev Soc Quim Peru. 85(2) 2019



Nanoemulsiones o/w de aceite esencial de naranja y tween 80 201

Determinacion del principal mecanismo de desestabilizacion

Para el analisis y determinacion del mecanismo de desestabilizacion, se tomaron los datos del
sistema 20 % de aceite esencial de naranja'y 12 % de Tween 80 (figura 7), debido a que este
sistema presentd variaciones en el tamafio de particula respecto al tiempo. Si la coalescencia
fuera el principal mecanismo de desestabilizacion, entonces la variacion del tamafio de gota
en el tiempo deberia obedecer a la ecuacion (1), por lo que la grafica de r2 en funcion de t
deberia tener una tendencia lineal.

La figura 10 muestra la grafica de r? en funcién de t para el sistema 20 % de aceite esencial y
12 % de Tween 80, observandose que la tendencia de la curva no fue lineal, determinandose
de esta manera que la coalescencia probablemente no sea el principal mecanismo de
desestabilizacion del sistema.

Deigualmanera, silamaduracion de Ostwald fuera el principal mecanismo de desestabilizacion
de la nanoemulsion, entonces la grafica de r* en funcion del tiempo deberia dar una linea recta
tal como lo predice la ecuacion (2).

2 (nm2).10%

1 T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)

Figura 10. r? en funcion del tiempo. Sistema 20 % aceite esencial 12 % Tween 80.

La figura 11 predice una tendencia lineal entre 1 y t, por lo que la maduracién de Ostwald
seria el principal mecanismo de desestabilizacion de este sistema. Este resultado estd acorde
con los estudios desarrollados por Izquierdo et al.

La desestabilizacion de los sistemas puede explicarse en base al efecto de la concentracion de

aceite esencial de naranja y concentracion de Tween 80 en la estabilidad de las emulsiones. La
rapida desestabilizacion experimentada por los sistemas conteniendo 5 % de aceite esencial
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pudo deberse a la baja concentracion de aceite, lo cual probablemente acelerd el proceso de
desestabilizacion, en concordancia con los hallazgos de Koroleva et al.®

De igual manera, la mayor concentracion de surfactante causo la formacion de una mayor
cantidad de micelas, las cuales facilitaron la difusion de pequefias moléculas de aceite hacia
las moléculas mas grandes, causando de este modo la maduracion de Ostwald. En la figura
7 se puede observar que conforme aumentd la concentracion de surfactante la velocidad
de maduracion de Ostwald también se incremento, ya que el sistema conteniendo 12 % de
Tween 80 present6 formacion de fases en un tiempo mucho menor al observado en el sistema
conteniendo 10 % de Tween 80.

3 (nm3).10'5

0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (h)

Figura 11. r* en funcion del tiempo. Sistema 20 % aceite esencial 12 % Tween 80.

Se explicod anteriormente que el aumento de la concentracion de surfactante causaba una
disminucioén en el tamafio de gota de las nanoemulsiones; Por lo que, al presentar las gotas
un tamafio pequefio éstas exhiben un mayor movimiento Browniano, lo cual aceler6 la
desestabilizacion del sistema.

Considerando el sistema 20 % de aceite esencial de naranja y 10 % de Tween 80, los
resultados muestran que este sistema es relativamente el mas estable, estando este resultado
acorde con el hallado por Oliveira et al.,” y que fue explicado en la introduccion de esta
investigacion. Este hecho puede deberse a que, segin Capek,’ existe una concentracion de
surfactante que es la Optima para formar nanoemulsiones estables debido a que conforme
aumenta la concentracion de surfactante la tension interfacial disminuye.

Rev Soc Quim Peru. 85(2) 2019



Nanoemulsiones o/w de aceite esencial de naranja y tween 80 203

Cabe senalar que la nanoemulsion mas estable obtenida por Oliveira et al.” permanecid
estable aproximadamente dos meses. Este periodo de tiempo super6é ampliamente al tiempo
de estabilidad determinado para el sistema 20 % de aceite esencial de naranja y 10 % de
Tween 80, por lo que se deberian evaluar mezclas de Tween 80 junto con otros surfactantes,
con el objetivo de obtener sistemas que presenten un mayor tiempo de estabilidad.

Eficiencia de remocién del diésel
En la prueba de remocion de diésel se utilizo la nanoemulsion mas estable, la cual fue aquella
conteniendo 20 % de aceite esencial de naranja y 10 % de Tween 80.

La eficiencia de remocion del diésel de la arena se calculd de la siguiente forma:
E(%) = 100 (3)

en donde E (%) es la eficiencia de remocidn en tanto por ciento, Wo es la cantidad de diésel
inicial en la arena, We es la cantidad de diésel removido por la nanoemulsion. La eficiencia
obtenida a 24 horas de accion de la nanoemulsion fue igual a 97,5 %, resultado superior
al obtenido por Riojas ef al.'*, el cual fue aproximadamente igual a 80 %. Asimismo, este
resultado es superior al obtenido por Oliveira et al.,” quienes reportaron haber alcanzado una
eficiencia de remocion del 96 % en la remocion de crudo.

La alta eficiencia de remocion alcanzada por la nanoemulsion conteniendo 20 % de aceite
esencial de naranjay 10 % de Tween 80 muestra que este sistema tiene un gran potencial para
aplicacion en la remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos.

CONCLUSIONES

Se sintetizaron nanoemulsiones constituidas de aceite esencial de naranja, agua y Tween
80 mediante el método de la temperatura de inversion de fase (PIT). La nanoemulsiéon mas
estable correspondio al sistema constituido de 20 % de aceite esencial de naranjay 10 % de
Tween 80, siendo este sistema estable por un periodo aproximado de quince dias.

Los sistemas conteniendo 5 % de aceite esencial de naranja presentaron una rapida
desestabilizacion, mientras que el sistema 20 % aceite esencial de naranja 12 % Tween 80
present6 una desestabilizacion progresiva, evidenciando formacion de fases a las 24 horas
de ser sintetizada. Analizando dichos sistema se determind que el principal mecanismo
subyacente en la desestabilizacion de las nanoemulsiones es la maduracion de Ostwald.

Empleando la nanoemulsion mas estable, 20 % aceite esencial de naranja 10 % Tween 80,
se logrd obtener una eficiencia de remocion de diésel de una muestra de arena de alrededor
del 98 % en un tiempo de 24 horas, demostrandose de esta manera la potencialidad de la
aplicacion del aceite esencial de naranja en la remediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos. Se recomienda por lo tanto, continuar con las investigaciones en este rubro.
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ESTUDIO COMPARATIVO DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS Y CIANIDINA-3- GLUCOSIDO DEL MAiZ MORADO
(Zea mays L.) DE TRES REGIONES DEL PERU

Ana Maria Ccaccya Ccaccya™, Mercedes Soberdn Lozano®, Inés Arnao Salas®
2

RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar el contenido de los compuestos bioactivos en
coronta de maiz morado (Zea mays L.) de tres diferentes regiones del Pert. Las muestras
fueron obtenidas en Lima, Abancay y Cajamarca y se determind el contenido total de
polifenoles, flavonoides, antocianinas y cianidina-3-glucosido. Los extractos fueron
obtenidos con etanol al 20 %, pH 2, en una relacion coronta: solvente 1:100 (p/v) a una
temperatura de 70 °C por 30 minutos. Los resultados de antocianinas totales fueron de 24,4
a 42,6 mg/g, los polifenoles totales estuvieron en el rango de 67,9 a 94,1 pg/mg expresado
como equivalente de acido galico (EAG) y los flavonoides entre 3,1 a 4,4 pg/mg expresado
como equivalente de quercetina (EQ). El contenido de cianidina-3-glucésido vari6 de 9,5 a
18,5 mg/g y fue determinado por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Existen
diferencias significativas en el contenido de los compuestos bioactivos segun la procedencia
de la muestra, y la de Lima presenta los valores mas altos de polifenoles (94,1 ng EAG/mg),
flavonoides (4,4 ng EQ/mg), antocianinas totales (42,6 mg/g) y cianidina-3-glucésido (18,5
mg/g).

Palabras clave: maiz morado, compuestos bioactivos, antocianinas, cianidina-3-glucésido.

COMPARATIVE STUDY OF THE CONTENT OF BIOACTIVES
COMPOUNDS AND CYANIDIN-3-GLUCOSIDE OF THE PURPLE
CORN (Zea mays L.) OF THREE REGIONS OF PERU

ABSTRACT

The aim of the research was to evaluate the content of the bioactives compounds in purple
corn cob (Zea mays L.) of three differents regions of Peru. The samples were obtained in
Lima, Cajamarca and Abancay and the total polyphenols, flavonoids, anthocyanins and
cyanidin-3-glucoside content were determined. The extracts were obtained with etanol to 20
%, pH 2, in a ratio of corn cob: solvent 1:100 (p/v) at a temperature of 70 °C for 30 minutes.
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The results of total anthocyanins were between 24,4 to 42,6 mg/g, the total polyphenols
were in the range 67,9 to 94,1 pg/mg expressed as gallic acid equivalent (GAE) and the
flavonoids between 3,1 to 4,4 ng/mg expressed as quercetin equivalent (QE). The cyanidin-
3-glucoside content varied in the range from 9,5 to 18,5 mg/g and was determined by high
performance liquid chromatography (HPLC). There are significant differences in the content
of the bioactives compounds according to the origin of the sample, and that of Lima (Cafete)
present the highest value of polyphenols (94,1 pg GAE/mg), flavonoids (4,4 pg QE/mg) total
anthocyanins (42,6 mg/g) y cyanidin-3-glucoside (18,5 mg/g).

Key words: purple corn, bioactives compounds, anthocyanins, cyanidin-3-glucoside.

INTRODUCCION

El Peru es un pais de gran biodiversidad y uno de sus recursos vegetales es el maiz morado
(Zea mays L.) que presenta mas de 35 variedades, pero todas ellas originadas a partir de
la raza Kculli, que atn se sigue cultivando. Sus principales zonas de produccién estan en
los departamentos de Cajamarca, Ayacucho, Ancash, Lima y Arequipa, siendo su ambito de
adaptacion la costa y valles interandinos de la sierra hasta 3200 msnm'.

El cultivo de maiz morado es valorado en el mercado nacional e internacional debido a
su gran potencial nutricional y por su contenido de compuestos bioactivos (antocianinas y
compuestos fendlicos). Investigaciones determinaron la presencia de acidos fendlicos tales
como el acido vanilico, acido cafeico y acido fertilico, ademas de otros flavonoides como
hesperedina, quercetina y kaempferol®.

Muchas de las propiedades del maiz morado son atribuidas a su alto contenido de antocianinas,
pigmentos que son responsables del color morado, rojo y azul de flores, hojas y frutos. Su
consumo es de interés para la industria de colorantes alimenticios, debido a su capacidad para
impartir colores atractivos y para la industria farmacéutica, por sus acciones benéficas para
nuestra salud. Diversos estudios realizados demuestran que las antocianinas poseen actividad
antioxidante, anticancerigena, antimicrobiana, antidiabética y antiflamatoria®.

La principal antocianina y responsable de las propiedades antioxidantes en el maiz
morado es la cianidina-3-glucésido, la cual ha sido cuantificada por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) por Arriaga y Castro®, Pedreschi y Cisneros®, y Salinas et al.®
quienes han usado variedades de maiz morado procedentes de Cajamarca, Lima y México,
respectivamente.

Teniendo en consideraciéon que el contenido de los compuestos bioactivos depende de
factores intrinsecos como la genética de la planta y factores extrinsecos como las condiciones
ambientales del cultivo, nos propusimos comparar la concentracion de polifenoles totales,
flavonoides, antocianinas totales y cianidina-3-glucdsido presentes en la coronta del maiz
morado, procedente de tres diferentes regiones del Peru.
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PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Las corontas de maiz morado utilizadas en la presente investigacion, se recolectaron de tres
diferentes lugares del Pert entre los meses de julio 2017 a marzo 2018: Distrito de Pacaran,
provincia Cafiete de la region de Lima (700 msnm), distrito de Pichirhua, provincia Abancay
de la region de Apurimac (2293 msnm) y en el distrito de Eduardo Villanueva, provincia San
Marcos de la region de Cajamarca (2007 msnm). Todas las muestras fueron obtenidas de sus
mismas zonas de cultivo.

Preparacion de la muestra

La coronta de maiz morado fue previamente cortada en trozos pequefios, secado a 37 °C
en una estufa INDUMELAB hasta peso constante; molido en una licuadora doméstica para
finalmente pasarlo por una malla N°60 y asi obtener una muestra homogénea. Luego fue
almacenado a temperatura ambiente en frascos oscuros.

Todos los reactivos empleados en la presente investigacion fueron de grado analitico
obtenidos de la casa Merck y Sigma Aldrich.

Obtencion de los extractos

La extraccion de los compuestos bioactivos de la coronta molida de maiz morado se realizo
con etanol al 20 %, pH 2 ajustado con HCI concentrado, en una relacion coronta: solvente
1:100 (p/v). Se colocd por 30 minutos a 70 °C en bafio maria BIOBASE y el extracto obtenido
fue filtrado a través de papel Whatman N°40, para luego proseguir con el ensayo.

Métodos de analisis de los compuestos bioactivos

Determinacion de antocianinas totales por método de pH diferencial

El contenido de antocianinas totales fue determinado por el método de pH diferencial descrito
por Giusti y Wrosltad’. Las diluciones fueron preparadas en buffer de cloruro de potasio (pH
1,0) y acetato de sodio (pH 4,5) empleando el potenciometro METROHM. Las absorbancias
fueron leidas en el espectrofotometro GENESYS UV VIS a dos longitudes de onda 510 nm
y 700 nm.

Su contenido se expresé como cianidina-3-glucdsido y se calculd de acuerdo a la siguiente
expresion:

A= (A510 nm A700 nm)le - (A510 nm — A700 nm)pH4,5

C mg A MW,FD,V
Antocianinas totales — = ————
g s)(l XW
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Donde:

MW (Peso molecular) = 449,2 g/mol para cianidina-3-glucésido; FD = factor de dilucion; 1 =
longitud de paso de celda en cm; € = 26900 coeficiente de extincién molar para cianidina-3-
glucdsido; V= volumen mL del solvente de extraccion; W = peso en g de la muestra.

Determinacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles se realizé conforme el procedimiento de la organizacion (ISO)
14502-1, usando un extracto etandlico de coronta de maiz morado al 0,5 mg/mL. El tubo
de reaccion contenia 100 pL del extracto, 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu y 400 pL
de Na,CO, 7,5 % (p/v) y las absorbancias fueron leidas a 765 nm. Se realizo una curva de
calibracion empleando al acido galico como referencia en el rango de concentraciones de
0,5 a 10 ug/mL (y=0,09973x+0,01553, R* =0,999) y los resultados fueron expresados como
equivalentes de acido galico (EAG) en pg/mg.

Determinacion de flavonoides

La cuantificacion de flavonoides se realizo segin el procedimiento de Stalikas®, usando un
extracto etandlico de coronta molida a 7 mg/mL. El tubo de reaccion se preparé mezclando:
100puL del extracto, 800 pL de etanol y 100 uL AICI3 al 20 % (p/v) y después de 30
minutos se leyo a 425 nm. La medicion se realizé empleando un blanco de muestra, en el
cual se sustituyo el tricloruro de aluminio por etanol. Se prepard una curva de calibracion
empleando como referencia la quercetina en el rango de concentraciones de 0,5 a 14 ng/
mL (y= 0,07399x+0,00294, R*> =0,999). Los resultados se expresaron como equivalentes de
quercetina (EQ) en pg/mg.

Determinacion de cianidina-3-glucésido mediante HPLC

Las condiciones de analisis fueron previamente descritas por Arriaga y Castro®. Se utilizd
un equipo HPLC Hitachi con detector de arreglo de diodos. La separacion se realizod en
una columna Purospher STAR RP18 de 250 mm de longitud, diametro 4,6mm y tamafio de
particula de Sum. La fase movil estuvo compuesta de una solucion A (acido formico/agua/
metanol en proporcion de 1:4:5) y una solucion B (4cido formico/agua en una proporcion de
1:9) y el gradiente de elucion utilizado fue: 0 min 10 % A, 10 min 73 % A, 12 min 73 % A,
20 min 10 % A. Las lecturas fueron realizadas a 520 nm. La identificacion de la cianidina-
3-glucodsido se realizé comparando el tiempo de retencion de la muestra con el estandar y
su cuantificacion fue calculada en base a la relacion de sus areas. Las concentraciones de
cianidina-3-glucosido se expresaron en mg/ g de coronta.

Anadlisis Estadistico

Todos los resultados se expresaron como promedio y desviacion estandar de tres
determinaciones independientes y fueron evaluados usando el paquete estadistico MINITAB
17. Para el analisis estadistico se aplico0 ANOVA y el método de comparaciones Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de antocianinas por el método de pH diferencial

Las antocianinas son compuestos bioactivos presentes en el maiz y son responsables de los
colores de este recurso nativo, por ello se espera que las variedades de pigmentacién mas
intensa del maiz morado presenten una cantidad elevada de compuestos antocianicos. Uno de
los factores que influye en su cuantificacion es la eficacia de la extraccion, lo cual depende de
la naturaleza quimica de las antocianidinas, si estan esterificadas tenderan a disolverse mejor
en medio metanolico y si estan glicosilada en medio acuoso’.

Los niveles de antocianinas de la coronta de maiz morado de las muestras ensayadas se
presentan en la tabla 1 y varian entre 24,4 a 42,6 mg/g, siendo mayor en la muestra obtenida
del departamento de Lima.

En nuestro pais existe informacion sobre la determinacion de antocianinas en muestras
procedentes de Cajamarca y de Arequipa. Resultados reportados por Rafael'® y Gorriti et
al' bajo condiciones de extraccion similares a las desarrolladas en la presente investigacion
muestran valores de antocianinas de 8,7 mg/g y 25,9 mg/g, respectivamente. Para el primer
caso, la obtencion de la coronta de maiz morado fue en el mercado de Cajamarca y no se
conocen las condiciones de cosecha, recoleccion y almacenamiento que pudieran haber
influido en la estabilidad de las antocianinas ya que Rafael'’, menciona que la luz solar y
sobre todo la temperatura pueden dar lugar a la hidrolisis del enlace glucosidico (posicion 3)
seguido de la ruptura del anillo y como efecto formacion de chalconas incoloras. Esto podria
explicar nuestros valores mas altos de antocianinas ya que las muestras fueron obtenidas 3
dias después de su cosecha e inmediatamente tratadas y almacenadas adecuadamente.

Por otro lado, Quispe et al'?, con muestras obtenidas de Arequipa, reportaron valores de
contenido de antocianinas entre 13,4 a 20,6 mg/g, que fueron extraidas con etanol al 20% pH 2
durante un tiempo de 60 minutos a la temperatura de 90 °C, estos valores estan por debajo
de lo encontrado en nuestra investigacion. Debemos mencionar que en nuestro laboratorio
ensayamos la influencia del tiempo y temperatura, donde observamos que a temperaturas
mayores a 70 °C y 30 minutos, el contenido de antocianinas disminuye. Estos resultados
concuerdan con los estudios realizados por Gu et a/* donde demostraron que las antocianinas
a temperaturas por encima de los 70 °C se degradan siguiendo una cinética de primer orden
y que dicha degradacion térmica ocasiona la hidrolisis del enlace glucosidico, ruptura del
anillo pirilio y formacion de chalconas incoloras.

Ramos et al’ determinaron antocianinas en granos de maiz morado procedente de Cajamarca,
para su extraccion emplearon soluciones metanolicas acidas a diferentes concentraciones
obteniendo valores de 0,9 a 2,9 mg/g, que son significativamente menores a nuestro contenido
de antocianinas de dicha region (34,1 mg/g). El mayor valor obtenido en nuestro estudio se
justificaria por que en nuestra determinacion usamos la coronta del maiz morado, donde es
conocido que se concentra el mayor contenido de antocianinas, comparado con los granos de
dicho fruto, hecho que fue confirmado por Arriaga y Castro®.
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Determinacion de polifenoles

En la tabla 1, se presentan los resultados de la cuantificaciéon de polifenoles para las tres
diferentes regiones donde la muestra de Lima presenta el mayor contenido, con un valor de
94,1 ng EAG/mg de coronta.

Se ha determinado el contenido de polifenoles totales para muestras de corontas de maiz
morado de la region Arequipa. Gorriti et al'' y Quispe et al'?, encontraron valores de 77,0 ug
EAG/mgy 40,6 ng EAG/mg respectivamente. Para el primer caso, la fecha de recoleccion fue
entre los meses de febrero y abril, muy proxima a la de nuestra muestra de Cajamarca (entre
febrero y marzo), lo que explicaria los valores cercanos. Para el segundo caso la recoleccion
se hizo en noviembre y su resultado difiere totalmente de nuestras tres muestras investigadas.
En ambos casos los factores que podrian haber influido en el contenido de polifenoles serian
la altitud, condiciones climaticas, edafologicas y agrondmicas.

Ramos et al? cuantificaron los polifenoles en granos de maiz morado de Cajamarca y
encontraron valores de 4,6 a 8,7 ug EAG/mg y Mex et al’ realizaron estudios de cinco
variedades de maices cultivados en México obteniendo el valor mas alto en granos de maiz
morado con 14,5 ng EAG/mg. En ambos estudios, los datos de polifenoles reportados en
granos fueron inferiores a los de la coronta de maiz morado de nuestra investigacion, lo
cual también fue ya mencionado para el caso de las antocianinas, componente de este grupo
quimico.

Determinacion de flavonoides

Existen pocos estudios sobre dicho analisis, uno de ellos es el de Ramos et al’ quienes
trabajaron en granos de maiz morado de Cajamarca expresando sus resultados en equivalente
de rutina (ER), en el rango de 1,2 a 2,6 ug ER/mg. En la presente investigacion se usé la
quercetina como referencia y obtuvimos de 3,1 a 4,4 ug EQ/mg de coronta, no siendo posible
un analisis comparativo en equivalencia.

Tabla 1. Contenido de los compuestos bioactivos de la coronta del maiz morado de
tres regiones del Peru.

Compuestos Bioactivos

Provincia/ Antocianinas Polifenoles Flavonoides  Cianidina-3-
Departamento Totales (mg/g) (ug EAG/mg) (ug EQ/mg)  glucosido
(mg/g)

Cafiete (Lima) 42,6+0,22 94,1+2,02 4,4+0,2* 18,5+0,22
San Marcos 34,1+0,2° 75,4+1,7" 3,6+0,1° 10,3£0,1°
(Cajamarca)

Abancay 24,4+0,3°¢ 67,9+2,2°¢ 3,1+0,1°¢ 9,5+0,1°¢
(Apurimac)

Todos los datos son promedios de tres repeticiones independientes.

ab¢ diferencia significativa con p-valor <0,05.

EAG: Equivalente de acido galico; EQ: Equivalente de quercetina.
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Determinacion de cianidina-3-glucésido mediante HPLC

En la figura 1, los perfiles cromatograficos de las tres muestras son parecidos, variando solo
en la proporcion de cada antocianina. Los picos predominantes fueron 1 y 3, el primero fue
identificado comparando el tiempo de retencion del estandar cianidina-3-glucosido (figura
1A) con las tres muestras (figura 1B, 1C y 1D), para finalmente determinar su concentracion
comparando sus areas respectivas. El pico 3, segun Salinas et al’, es la cianidina-3-(6"-
malonilglucosido).

Segun Pedreschi y Cisneros®, la cianidina-3-glucdsido representa el principal tipo de
antocianina presente en el extracto comercial de maiz morado obtenido de Lima, seguido por la
cianidina-3-glucodsido acilada. Asimismo, Cuevas et a/'* investigaron sobre la caracterizacion
de las antocianinas en granos de diferentes variedades de maiz boliviano, donde identificaron
a la cianidina-3-glucésido y cianidina-3-(6"-malonilgluc6sido) como las mayoritarias, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en la presente investigacion.
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Figura 1. Cromatogramas A) Estandar de cianidina-3-glucosido B) Perfil obtenido

del extracto de Lima C) Perfil obtenido del extracto de Cajamarca D) Perfil obtenido
del extracto de Apurimac.
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En la tabla 1 se puede observar las concentraciones de cianidina-3-glucosido de diferentes
regiones del Peru, donde se evidencia que la muestra de Lima presenta el mayor valor con un
promedio de 18,5 mg/g. Arriaga y Castro* estudiaron el contenido de cianidina-3-glucésido
en coronta de seis muestras proporcionadas por el Instituto Nacional de Innovacion Agraria
y que fueron cultivadas en Cajamarca, donde concluyeron que la variedad identificada
con el nombre de Sintético Amplio era la de mayor contenido (30,8 mg/g). Una probable
explicacion a este valor mas alto, es que la muestra fue obtenida de un banco de germoplasma
y fue genéticamente mejorada siendo por lo tanto las condiciones de cultivo diferentes a las
especies de maiz morado de la presente investigacion.

Por otro lado, Pedreschi y Cisneros® determinaron el contenido de cianidina-3-glucésido en
maiz morado de una muestra comercial proporcionado por Fitofarma (Lima), encontrando
15,4 mg/g, siendo inferior al valor de nuestra muestra de Lima. Es necesario indicar que
la muestra comercial correspondid a un extracto seco atomizado de maiz morado, ademas
para su extraccion se empleo la técnica de maceracion en etanol al 60 % por 48 horas a
temperatura ambiente y tecnologias de secado por aspersion, mientras nosotros trabajamos
con corontas de maiz morado bajo condiciones de laboratorio y condiciones de extraccion
diferentes.

Hernandez et al'® realizaron la cuantificacion de cianidina-3-glucésido en granos de maiz
morado de diferentes variedades mexicanas obteniendo un maximo de 0,6 mg/g, contenido
que es muy inferior al rango de 9,5 a 18,5 mg/g que presentaron las 3 muestras de maices
peruanas, lo que confirma el menor valor de los compuestos bioactivos en granos en
comparacion con las corontas del maiz morado.

Finalmente, podemos mencionar que las variaciones en el contenido de los compuestos
bioactivos del maiz morado en la presente investigacion, podrian ser explicadas por diversos
factores, entre estos tenemos, la fecha de recoleccion del recurso vegetal, las condiciones
edafologicas, agrondmicas, climaticas, diversidad genética, la naturaleza de la muestra,
condiciones de extraccion (efecto de tiempo, temperatura, concentracion) entre otros. De
estos factores, los 5 primeros tendrian una importante influencia en el maiz morado de Lima,
por ser la muestra con mayor contenido de compuestos bioactivos.

CONCLUSION
Losresultados de antocianinas totales, polifenoles totales, flavonoides y cianidina-3-glucosido

de coronta de maiz morado procedente de Lima (Cafiete) fueron los que presentaron los
valores mas altos, lo cual puede ser de interés para la industria alimentaria y farmacéutica.
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EVALUACION DE LA ADSORCION DEL CARBON OBTENIDO
DEL MESOCARPIO DE CACAO (Theobroma cacao L.)
MODIFICADO POR ULTRASONIDO

Diego Suarez Ramos®, Elvito Fabian Villegas Silva®

RESUMEN

La presente investigacion us6é el mesocarpio del cacao (residuo de la produccion de
chocolate) como material precursor de carbon vegetal. Este se sometié a temperaturas de
500°C, 600°C y 700°C por tiempos de 30, 60 y 90 minutos. Los carbones obtenidos fueron
triturados y clasificados segun su didmetro en grano fino y grueso. Posteriormente, se evalué
la capacidad de adsorcion de cada tratamiento con éacido oxalico (C,H,0,) para determinar
el carbon vegetal 6ptimo a usar como blanco. De acuerdo con los resultados, el tratamiento
600°C60°F presento6 la mejor capacidad de adsorcion. Este se sometio6 a ultrasonido a 20kHz
a diferentes amplitudes de onda (20 % y 40 %) asi como tiempos de exposicion de 5, 10y
20 minutos. La evaluacidn se hizo en relacion al blanco través de pardmetros fisicoquimicos
tales como cinética y equilibrio quimico, isotermas de adsorcién de C,H,O, y estimacion de la
superficie de adsorcion. Finalmente, los resultados muestran que la exposicion al ultrasonido
genera un efecto positivo en el incremento de la capacidad de adsorcion del carbon vegetal,
obteniéndose un aumento de la eficiencia hasta de 41,84 % y una superficie de adsorcion de
1068,75m? para el tratamiento C(US)40%5’.

Palabras clave: mesocarpio de cacao, pirdlisis, carbon activado, ultrasonido, isotermas de
adsorcion, superficie de adsorcion.

EVALUATION OF THE ADSORPTION OF THE MODIFIED
CARBON BY ULTRASOUND OBTAINED FROM THE
MESOCARPIO DE CACAO (Theobroma cacao L.)

ABSTRACT

The present research used cocoa mesocarp (chocolate production residue) as a precursor
material of charcoal. This residue was subjected to temperatures of 500°C, 600°C and 700°C
for times of 30, 60 and 90 minutes. Charcoals obtained were ground and classified according
to their particle diameter in fine and coarse. Subsequently, the adsorption capacity of each
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treatment with oxalic acid (C,H,0,) was evaluated to determine the optimum charcoal to
be used as a blank. According to results, 600°C60'F treatment showed the best adsorption
capacity. This one was subjected to ultrasound at 20kHz at different wave amplitudes (20 %
and 40 %) as well as exposure times of 5, 10 and 20 minutes. Evaluation was compared
to blank through physicochemical parameters such as chemical kinetics and equilibrium,
isotherms of adsorption of C,H,0,, and estimation of the adsorption surface. Finally, results
show that exposure to ultrasound generates a positive effect in increasing adsorption capacity
of charcoal, obtaining an increase in efficiency of up to 41.84 % and an adsorption surface of
1068.75m? for treatment C(US)40% 5'.

Key words: cacao mesocarp, pyrolysis, activated carbon, ultrasound, adsorption isotherms,
adsorption surface.

INTRODUCCION

Hoy en dia, la preocupacion por los niveles de contaminacion ambiental ha hecho que la
comunidad cientifica busque soluciones basadas en principios fisicoquimicos tangibles
capaces de reducir la movilidad de los contaminantes y su toxicidad. Con miras a este fin,
el presente trabajo de investigacion busca generar nuevo conocimiento en el campo del
tratamiento de la estabilizacion-solidificacion de contaminantes, especificamente pretende
innovar la forma tradicional de producir carbéon activado conocido por su alta porosidad
y propiedades superficiales de alta adsorcion por Bastidas et al.'. Como es sabido, la
produccion del carbon activado se ha realizado a través de dos rutas principales; una por
medio del uso de gases de reaccion a altas temperaturas, proceso que también es conocido
como activacion fisica, y otra por medio de la impregnacion de éste con sustancias corrosivas
también mencionada por Sik? como activacion quimica.

La investigacion aspira a eliminar el uso de gases de reaccion como sustancias quimicas
de impregnacion mediante el uso de intenso de ondas ultrasonicas, las cuales al viajar en
alta frecuencia a través de un medio liquido generan pequeias cavidades que se expanden
y posteriormente implosionan, creando altas presiones, microcorrientes a chorro y una
gran cantidad de calor por Brennen®. Estas extremas condiciones proporcionan un inusual
ambiente fisicoquimico el cual podria ser aprovechado en la limpieza los poros e intersticios
entre los planos carbonados de la estructura tridimensional del carbon vegetal de tal forma
que se logre aumentar su capacidad de adsorcion.

Para poder evaluar relacion entre el ultrasonido y la capacidad de adsorcion en el carbon
vegetal, se comparo la eficiencia de adsorcion de acido oxalico (C,H,0,) en diferentes
tratamientos sometidos a ultrasonido y un carbéon usado como blanco obtenido del mesocarpio
del cacao (Theobroma cacao L.).
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PARTE EXPERIMENTAL

A) Carbonizacion de la materia prima

Se peso aproximadamente 200g del mesocarpio de cacao (masa seca) por cada tratamiento.
Luego se trozo en pedazos de un tamafio aproximado de 1ecm? y se distribuyo6 en 04 capsulas
de porcelana de 100mL (aproximadamente 50g por capsula). Posteriormente se introdujeron
en una mufla y se sometieron a temperaturas de destilacion de 500°C, 600°C y 700°C
durante tiempos de 30, 60 y 90min para cada temperatura. Posteriormente, se dejo enfriar las
capsulas unos minutos dentro de un desecador, se pesé la masa carbonizada y se determino el
rendimiento de la pirolisis (%R) para cada uno de los 9 tratamientos.

B) Seleccion del carbon vegetal (seleccion del blanco)

Del proceso de carbonizacion se obtuvieron 9 tratamientos de carbon vegetal, estos
fueron sometidos a molienda y posteriormente fueron clasificados en 2 tipos de fracciones
granulométricas en funcion al diametro de sus particulas: fina (0,3-0,125 mm) y gruesa (2-0,3
mm). Asi, el nimero de tratamientos aumento a 18 (9x2), debiéndose escoger el prototipo
mas idoneo para ser usado como blanco para comparar el efecto producido en la adsorcion
causado por la exposicion al ultrasonido.

Dicho lo anterior, se evalud cada uno de los 18 prototipos tomando como criterio la capacidad
de adsorcion y porcentaje de rendimiento.

B.1) Determinacion de la cantidad adsorbida de C,H,O, y por unidad de masa de
carbon vegetal en 2 horas

Se preparo6 una disolucion de acido oxalico en agua destilada de concentracion 0.1N. Luego
se tomo una alicuota de 10mL de esta disolucion y se mezcld con 40mL de agua destilada
en un matraz con tapén, de tal forma que se obtenga una mezcla de acido oxalico-agua
en una proporcion de 10:40. De igual manera, se alisto 4 matraces adicionales con sus
respectivos tapones y se prepard mezclas en las siguientes proporciones 20:30; 30:20; 40:10
y 50:0, respectivamente. Al final se obtuvieron 5 matraces conteniendo 50 mL de diferentes
concentraciones. Posteriormente, se pes6 1.0 +0,0015 g de carbon vegetal y se agregd a cada
una de las cinco soluciones preparadas. Se taparon y colocaron en un agitador orbital por 2
horas.

Al término de la agitacion, se filtré cada solucion en un nuevo juego de matraces utilizando
embudos y papel filtro N°42. Luego se afiadieron 15 mL de acido sulfurico 2N a cada
matraz y se calentaron por 10 minutos en una cocina a temperatura de 80°C para valorarse
con permanganato de potasio al 0.IN. En el punto final de la titulacion se identifico por el
caracteristico tono de color rosado palido propio de la reduccion del manganeso de+7 a +2.
Se determind la concentracion de acido oxalico en la fase acuosa y las cantidades adsorbidas
del mismo en cada uno de los 18 tratamientos a través de las siguientes ecuaciones:
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Ecuacion global redox:
2KMnO, + 5H,C,0, + 3H,S0, — 2MnS0, + 10C0, + K,S0, + 8H,0

Concentracion de acido oxalico en la fase acuosa
Nypmo, X Vierno,
CC‘ L .
Vsol
Cantidad de acido oxalico adsorbido (y)
X  Cyp—CoX50x126

Y= E - 1000 X Mearbon

X  Cyp—Ce X63
y e D —
m Mearpon
Posteriormente, los resultados obtenidos de las 5 valoraciones se graficaron usando las
inversas de las variables Y y C, y se verifico el grado de asociacion con la isoterma de
adsorcion del modelo de Langmuir a través del coeficiente de correlacion de Pearson.

Finalmente, con las ecuaciones obtenidas de la regresion lineal simple se hallaron las maximas
cantidades adsorbidas de cada uno de los tratamientos para el tiempo de contacto de 2 horas.
De esta manera y con los resultados del porcentaje del rendimiento de la pirdlisis, se escogio
el carbon vegetal optimo a ser usado como blanco.

C) Tratamiento ultrasénico

Se peso 20g de carbon vegetal escogido en la etapa anterior (sin lavar) y se transfirié a un
vaso de precipitado de 250 mL, este se llend con un volumen de 200 mL de agua destilada de
modo que parte de las impurezas del carbon se solubilizaron en el agua. La sonda ultrasénica
se programo a la frecuencia de la onda a 20kHz y se sumergio en la suspension de carbon
vegetal — agua. Este proceso se repitidé a 02 amplitudes de onda (20 % y 40 %) durante 3
tiempos diferentes (5°, 10’ y 20”) obteniéndose 6 nuevos tratamientos a evaluar.

D) Evaluacion de la cinética quimica

Para cinética quimica se procedio a seleccionar al azar 2 tratamientos del total de los
carbones sometidos a ultrasonido, debido a que para un mismo sistema (C,H,0,-carbon de
caco) las diferencias en el comportamiento del cambio de la cantidad adsorbida por unidad
de tiempo son poco significativas. Luego, se procedio a alistar 8 matraces de 200 mL por
cada tratamiento, y se colocé aproximadamente 1.0 + 0,0015 g de carbon ultrasonicado a
cada uno. Posteriormente se prepar6 una disolucion de C,H,O, al 0.5N, y se adicion6 a cada
matraz 50 mL. Estos fueron tapados y colocados en el agitador orbital a una velocidad de
120rpm por tiempo indefinido. Posteriormente, se evalud la variacion de la concentracion del
C,H,0, en funcion del tiempo, retirando cada cierto tiempo un matraz del agitador, filtrandolo
y valorando la solucioén filtrada por permanganometria.
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E) Determinacion de la maxima cantidad adsorbida en el equilibrio

Se procedié a preparar un ntimero de 8 disoluciones de acido oxalico con un rango de
0.0625N a IN en fiolas de 50 mL. Las disoluciones se trasvasaron en 8 matraces de 200 mL,
los cuales contenian previamente 1.0 = 0,0015 g de carbon ultrasonicado. Luego, fueron
tapados y colocados en agitacion a una velocidad de 120rpm por 5 dias -segtn los resultados
de la cinética quimica- para que se alcance el equilibrio. Todos los carbones ultrasonicados
incluyendo el carbon blanco fueron sometidos a este proceso. Posteriormente se repitid el
procedimiento mostrado en el apartado B1.

Se calculo las concentraciones en el equilibrio de acido oxalico en la fase acuosa y las
cantidades adsorbidas en cada uno de los tratamientos. Los valores obtenidos de las
titulaciones se graficaron usando las inversas de las variables Y'y C , y se verificé el grado
de asociacion con la isoterma de adsorcion del modelo de Langmuir a través del coeficiente
de correlacion de Pearson. Finalmente, con las ecuaciones obtenidas de la regresion lineal
simple se hallaron las maximas cantidades adsorbidas de cada uno de los tratamientos en el
equilibrio.

F) Estimacion de la superficie de adsorcion

A partir de la ecuacion linealizada de Langmuir (figura 1) se estimd la superficie de adsorcion
multiplicando la inversa del término independiente por el area trasversal de la molécula de
adsorbida (C,H,0,), por el niimero de Avogadro, dividido entre su masa molar.

1 1 1 1
il

y ymllXK ¢ yTﬂ(lX
Ymax X Na X A¢,n,0,

He,H,0,

Area =

e

1
<

Figura 1. Grafica de ecuacion de Langmuir linealizada
Fuente: Castellan (2004).
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G) Secuencia del proceso

A continuacion se presenta el diagrama del proceso donde se detallan cada una de las etapas
para la obtencion y evaluacion de la adsorcion de carbon proveniente del mesocarpio del
cacao.

a

Seleccion del
ultrasonido 20kHz
carbon Vegetal > a=20 y 40% t=5,10
optimo (blanco) ¥20 min &

luacis I
Acondicionamiento Bl i cinética quimica

B cantidad adsorbida 5
de la materia prima CH;0, en2h To= llerlvp? de

A ™ r s ™ 5 o ™\
Pirolisis aT=500, Tamizado Evaluacién de
600 y 700°C a t= 30, Molienda Fraccion Finay forma y tipo de
60 y 90min Fraccion Gruesa isoterma
J \ J \ o

Determinacion del
Rendimiento
—

Estimacidn de la
superficie de

1

cantidad adsorbida
C;H,0, enel

F

Figura 2. Diagrama del proceso.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de carbonizacion

El material precursor seco fue sometido a diferentes temperaturas y tiempos de carbonizacion
con el objetivo de evaluar el mejor carbon vegetal a usar como blanco para comparar sus
capacidades de adsorcion antes y después de someterlo a ultrasonido.

Los carbones sometidos a la temperatura de 500°C presentan mayor cantidad de masa
residual y por ende mayor rendimiento que los carbones que fueron sometidos a 700°C.
Simultaneamente, los carbones sometidos a un mayor tiempo de exposicion presentan menor
rendimiento. Esto debido a que a mayor temperatura y tiempo de exposicion se acentua la
pérdida de material volatil por FAO®.

Los valores obtenidos de los rendimientos de pirolisis se presentan en la tabla 1. Asimismo,
el rendimiento para los diferentes tratamientos se encuentra en el intervalo de 30 % a 36 %.
Estos valores se encuentran dentro del promedio de las materias que se usan como precursores
del carbon activado.
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Tabla 1. Rendimiento de carbonizacion (pirdlisis).

Masa del Masa del Residuo -
Ensayo precursor (g) Carbonizado (g) 7o Rendimiento
500°C30' 53,1161 19,2651 36,27
500°C60' 49,3346 17,6328 35,74
500°C90' 41,2731 14,4429 34,99
600°C30' 54,1612 18,4227 34,01
600°C60' 55,1001 18,4617 33,51
600°C90' 48,3093 15,4332 31,95
700°C30' 45,9801 14,9696 32,56
700°C60' 46,5772 15,0204 32,25
700°C90’ 53,0365 16,0147 30,20

Seleccion del carbon vegetal optimo (seleccion del blanco)

El criterio con el que se selecciond al carbon vegetal optimo se baso en la mayor capacidad
de adsorcion y un rendimiento de carbonizacion medio. Posteriormente, se procedio segun el
apartado b1 determinandose la concentracion final y cantidad adsorbida de C,H,O, para un
tiempo de 2 horas. El absorbato usado fue el C,H,0, debido a que esta molécula es polar y
tiene un tamano relativamente pequefio (area trasversal 25.6A™) por Rideal’. Ademas, forma
enlaces con facilidad por tratarse de un quelato favoreciendo la fisisorcion y quimiosorcion.

Tabla 2. Comparacién de la cantidad adsorbida de C,H,0O, (Y) en 2 horas para
fraccion de diametro fino (F) y grueso (G).

Ensayo b Y R? R
500°C30'F 4,8158 0,2076 0,9954 0,9977
500°C30'G 4,8972 0,2042 0,9953 0,9976
500°C60'F 3,1327 0,3192 0,9938 0,9969
500°C60'G 5,1856 0,1928 0,9991 0,9995
500°C90'F 4,0154 0,2490 0,9881 0,9940
500°C90'G 4,1816 0,2391 0,9786 0,9892
600°C30'F 4,7062 0,2125 0,9989 0,9994
600°C30'G 4,9687 0,2013 0,9989 0,9994
600°C60'F 1,7002 0,5882 0,9991 0,9995
600°C60'G 3,4558 0,2894 0,9925 0,9962
600°C90'F 1,8713 0,5344 0,9932 0,9966
600°C90'G 4,3198 0,2315 0,9956 0,9978
700°C30'F 3,6911 0,2709 0,9873 0,9936
700°C30'G 3,8148 0,2621 0,9891 0,9945
700°C60'F 2,0359 0,4912 0,9980 0,9990
700°C60'G 2,4681 0,4052 0,9943 0,9971
700°C90'F 2,4706 0,4048 0,9872 0,9936
700°C90'G 2,5612 0,3904 0,9922 0,9961
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En la tabla 2 se observa que todos los tratamientos poseen un coeficiente de correlacion de
Pearson cercana a la unidad, esto quiere decir que existe una relacion directa entre la inversa
de la variable cantidad adsorbida y la inversa de la concentracion final, por lo tanto los datos
sean confiables y la isoterma es asimilable al modelo de Langmuir.

En la figura 3 se observa la influencia de la temperatura y tiempo de pir6lisis en relacion a
cantidad absorbida de C,H,O,. Al aumentar la temperatura de pirdlisis se da una contraccion
volumétrica de las particulas eliminandose la materia volatil y en consecuencia se crea
estructuras porosas poco desarrolladas por Goméz et al’. También muestra que el tratamiento
que posee la mejor capacidad de adsorcion para el tiempo de agitacion de 2 horas es el carbon
pirolizado a 600°C por 1 hora de fraccion de diametro fino (600°C60°F). Adicionalmente,
este presenta un porcentaje rendimiento de carbonizacion medio, lo cual hace que cumpla
con los criterios para ser usado como blanco.

g & A AT - o PTG LS R
_&‘;‘—.‘“ o> o« & P P _:é,l-b “(:,'30 @@9 & O “_‘\_,p F P o &
§ &F F & iy &F & & & & S F PP

Figura 3. Cantidad adsorbida por unidad de masa de carbon vegetal en gramos.

Posterior a la eleccion del carbon vegetal dptimo, se sometio al blanco a ondas ultrasonicas
de 20kHz a 02 amplitudes de onda de 20 % y 40 % y tiempos de exposicion de 5, 10 y 20 min.

Cinética quimica de los tratamientos

En la tabla 3 se muestra los resultados de la variacion de la concentracion en funcion del
tiempo para los carbones ultrasonicados a 20kHz a una amplitud de 20 % por 20 min y 40
% por 5 min, los cuales fueron elegidos al azar de los 6 tratamientos expuestos a las ondas
ultrasdnicas.
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Tabla 3. Determinacion de la cantidad adsorbida de C2H204 en funcion del tiempo para
carbones ultrasonicados a 20kHz una amplitud de 20 % por 20 min y 40 % por 5 min.

Ensayo 20%20' 40%5>
Tiempo (h) \(/;(;l:t:l:: conc;:;c. en X canfidad \(’;1;:;1;: conc.S;c. en X canfidad
KMnOs (mL) equ(lll\}l)lno adsorbida (g) KMnOs (mL) equ(lll\;;mo adsorbida (g)
0 25 0,5 0,00 25 0,5 0,00
6 20,4 0,408 0,29 19,75 0,395 0,33
9 20,3 0,406 0,30 19,7 0,394 0,33
16 19,85 0,397 0,32 19,2 0,384 0,37
33 19,75 0,395 0,33 18,7 0,374 0,40
46 19,6 0,392 0,34 18,2 0,364 0,43
57 19,15 0,383 0,37 18,05 0,361 0,44
66 19,1 0,382 0,37 17,65 0,353 0,46
81 18,7 0,374 0,40 17,2 0,344 0,49

Las figuras 4 y 5 muestran la cinética quimica de los carbones ultrasonicados a 20kHz con
20 % de amplitud de onda a 20 minutos de exposicion y 40 % de amplitud de onda por 5
minutos de exposicion, respectivamente.

Para ambos tratamientos se aprecia que el tiempo que tarda el fendémeno en llegar al equilibrio
es aproximadamente superior a las 90 horas. Entonces para determinar la maxima cantidad
adsorbida de C2H204 por unidad de masa de carbon (Ymax) fue necesario colocar todos
los tratamientos ultrasonicados a un tiempo de agitacion superior a las 90 horas. En los
experimentos posteriores el tiempo de agitacion fue de 5 dias (120 horas).

Cinética 600°C60" A=20%t=20" Cinética 600°C60' A=40%t=5'

ntidad adsorbida (g)

10 20 30 20 50 60 70 80 £

N N 10 20 3 a0 50 60 70 80 %0
Tiempo (h)

Tiempo (h)

Figura 4. Cinética quimica del Figura 5. Cinética quimica del
tratamiento CUS(A=20%1t=20"). tratamiento CUS(A=40%t=5").

Forma y clasificacion de las isotermas en estudio

Se procedio a preparar un numero de 8 disoluciones de acido oxalico en un rango de 0.0625N
a IN. A cada una de las disoluciones se les adicion6 1.0 + 0,0015 g de carbén y se colocaron
en agitacion por 120 horas. La tabla 4 muestra las cantidades adsorbidas de C2H204
correspondiente al carbon vegetal sin ultrasonicar (carbon blanco), mientras la tabla 5 muestra
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las cantidades adsorbidas correspondiente a los carbones ultrasonicados a la amplitud de
onda de 20 % a tiempos de exposicion de 5, 10 y 20 minutos, respectivamente. Asimismo, la
tabla 6 muestra las cantidades adsorbidas correspondiente a los carbones ultrasonicados a la
amplitud de onda de 40 % a tiempos de exposicion de 5, 10 y 20 minutos.

Tabla 4. Determinacion de la cantidad adsorbida de C,H,O, en el equilibrio para carbon

vegetal 600°C60°.
Co Volumen Ce X X/m.= Y
concenc. Inicial Gastado c;):tfielliilf;iin canti.dad a:;zs‘::;fiz:/ Y 1/Ce
™) KMnOs (mL) ™) adsorbida (g) masa de carbén
0 0 0 0,0000 0,0000 - -
0,0625 1,7 0,034 0,0898 0,0898 11,1 294
0,125 3,5 0,07 0,1733 0,1733 58 143
0,1875 5,9 0,118 0,2189 0,2189 4,6 8,5
0,3125 10,9 0,218 0,2977 0,2977 3,4 4,6
0,4375 16,35 0,327 0,3481 0,3481 29 31
0,8125 32,6 0,652 0,5056 0,5056 2,0 1,5
0,875 35,5 0,71 0,5198 0,5198 1,9 14
1 41,6 0,832 0,5292 0,5292 1,9 1,2

Tabla 5. Determinacion de la cantidad adsorbida de C,H,O, en el equilibrio para carbon
ultrasonicados a 20 % de amplitud de onda.

600°C60'20%5" 600°C60'20%10" 600°C60'20%20"

Ce x cantidad Ce x cantidad Ce x cantidad

concenc. en adsorbida concenc. en adsorbida concenc. en adsorbida
equilibrio (N) (mg/g) equilibrio (N) (mg/g) equilibrio (N) (mg/g)
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,024 0,121 0,027 0,112 0,002 0,078
0,046 0,249 0,056 0,217 0,004 0,163
0,082 0,332 0,102 0,269 0,005 0,304
0,191 0,383 0,208 0,329 0,007 0,634
0,297 0,443 0313 0,392 0,008 0,961
0,615 0,622 0,632 0,569 0,011 1,955
0,672 0,639 0,680 0,614 0,012 2,103
0,782 0,687 0,790 0,662 0,013 2,447

Tabla 6. Determinacion de la cantidad adsorbida de C,H,O, en el equilibrio para carbon
ultrasonicados a 40 % de amplitud de onda.

600°C60'40%5" 600°C60'40%10' 600°C60'40%20'

Ce x cantidad Ce x cantidad Ce x cantidad

concenc. en adsorbida concenc. en adsorbida concenc. en adsorbida
equilibrio (N) (mg/g) equilibrio (N) (mg/g) equilibrio (N) (mg/g)
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,024 0,121 0,027 0,112 0,027 0,112
0,042 0,261 0,048 0,243 0,052 0,230
0,072 0,364 0,082 0,332 0,084 0,326
0,176 0,430 0,184 0,405 0,186 0,398
0,280 0,496 0,294 0,452 0,292 0,458
0,604 0,657 0,614 0,625 0,619 0,610
0,660 0,677 0,668 0,652 0,676 0,627
0,770 0,725 0,778 0,699 0,784 0,680
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La figura 6 y la figura 7 muestran que a bajas concentraciones de equilibrio la cantidad
adsorbida se incrementa rapidamente, mientras que a altas concentraciones disminuye. En
otras palabras, la pendiente decrece a medida que aumenta la concentracion debido a que los
sitios de adsorcion disponibles. Este comportamiento coincide con lo expuesto por Sparks’.
Por lo tanto el sistema en estudio coincide con una isoterma tipo L.

Segin Lyklema?®, el tipo de isoterma L (también conocida como tipo de Langmuir) ocurre
incluso cuando las premisas de la teoria de Langmuir no estan satisfechas y son tipicas
de superficies heterogéneas. Este tipo de isotermas de alta afinidad se caracterizan por un
aumento inicial muy pronunciado, seguido de una pseudo meseta.
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Figura 6. Isotermas de adsorcion para carbon blanco y carbones ultrasonicados a
una amplitud de 20 % a diferentes tiempos.
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Figura 7. Isotermas de adsorcion para carbon blanco y carbones ultrasonicados a
una amplitud de 40 % a diferentes tiempos.
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Cilculo de las cantidades maximas adsorbidas en el equilibrio

Se determinaron la maxima cantidad de adsorcion de cada uno de los tratamientos verificando
sus coeficientes de correlacion de Pearson con el modelo de Langmuir. Se correlaciond
la inversa de las cantidades adsorbidas (1/y) con la inversa de las concentraciones en el
equilibrio (1/Ce) en una representacion grafica, donde la el intercepto en el eje de las
ordenadas representa la inversa de la cantidad méaxima adsorbida (1/Ymax). La tabla 7
muestra que el grado de asociacion existente entre la inversa la variable “1/Y” y la variable
“1/Ce” es cercana a la unidad y por ende existe una correlacion perfecta positiva.

Tabla 7. Maximas cantidades adsorbidas y su relacion con el
coeficiente de correlacion lineal para los carbones ultrasonicados (US).

Ensayo b Y max m R? R
C(US)20%5' 1,3720 0,7289 0,1557 0,9693 0,9845
C(US)20%10’ 1,5818 0,6322 0,1959 0,9801 0,9900
C(US)20%20' 1,6030 0,6238 0,3038 0,9898 0,9949
C(US)40%5' 1,1479 0,8712 0,1542 0,9470 0,9731
C(US)40%10' 1,1658 0,8578 0,1920 0,9538 0,9766
C(US)40%20" 1,2007 0,8328 0,1976 0,9772 0,9885

Blanco 1,6282 0,6142 0,3201 0,9935 0,9967

Asimismo en la figura 8 se observa que los carbones sometidos a una amplitud de onda de
20 % exceden ligeramente la cantidad adsorbida por el blanco, mientras que los de 40 % de
amplitud se distancian marcadamente de este.

Este comportamiento se debe a que la energia trasportada por una onda sonora es directamente
proporcional al cuadrado de la amplitud por Giancoli®. Los carbones sometidos a amplitudes
de onda de 40 % recibieron mayor cantidad de energia por unidad de area trasversal que
los carbones sometidos a 20 % de la amplitud para un mismo tiempo. Asimismo, Suslick!®
menciona que una onda ultrasonica de alta intensidad expande una cavidad tan rapidamente
durante el ciclo de presion negativa que esta no tendra oportunidad de encogerse durante el
ciclo de presion positiva, mientras que una onda baja intensidad, el tamafio de la cavidad
oscila con los ciclos de expansion y compresion. Esto significa que las cavidades en una
onda de alta intensidad llegan en menor tiempo a su tamafio critico que las de baja intensidad,
implosionando en la superficie del carbon vegetal a una tasa mayor.
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Figura 8. Comparacion de la maxima cantidad adsorbida entre el blanco y los
carbones sometidos a ultrasonido.

Por otro lado, la capacidad de adsorcion disminuye al prolongarse el tiempo de exposicion
al ultrasonido a una amplitud de onda constante. Esto se debe al efecto secundario de la
implosion, el cual genera un calor intenso que aumenta la temperatura del liquido circundante,
creando puntos calientes locales por Brennen®. Aunque la temperatura en estos puntos es alta
(aprox. 5500°C), las regiones son tan pequefias que el calor se disipa. En forma neta, la
temperatura del fluido se incrementa gradualmente a medida que se prolonga el tiempo de
exposicion de las ondas (tabla 8). Cuanto mayor sea la temperatura del medio, mas vapor
habra dentro de la cavidad y este amortigua la implosion por Suslick!®.

Tabla 8. Temperatura del agua de cada tratamiento expuestas a ultrasonido a diferentes tiempos.

Ensayo C(US)20%5' C(US)20%10' C(US)20%20' C(US)40%5' C(US)40%10' C(US)40%20'
T(C°) 30,2°C 40,1°C 59,5°C 32,3°C 41,2°C 60,2°C

Evaluacion de la eficiencia de los carbones ultrasonicados

La tabla 9 muestra el incremento un incremento en la eficiencia de la capacidad adsorcion
de los carbones sometidos al ultrasonido en relacion al carbon blanco. En este, se observa
que el carbon sometido a una amplitud de 40 % de la onda a un tiempo de 5 minutos tiene
un incremento de la eficiencia de 41,84 %, mientras que el carbon sometido a una amplitud
de la onda de 20 % con un tiempo de exposicion de 20 minutos presenta el valor mas bajo
correspondiente al 1,57 %.

Tabla 9. Comparacion de la variacion eficiencia.

Codigo 20%S'  20%10'  20%:20' 40%S5' 40%10"  40%20'
Eficiencia 18,67 2,93 1,57 41,84 39,66 35,60
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Calculo de la superficie de adsorcion

En la tabla 10 se observa que el area superficial estimada de los carbones ultrasonicados a
la amplitud de 40 % presentan valores por encima de 1000 m? mientras que los carbones
ultrasonicados a la amplitud de 20 % muestran valores ligeramente por encima del blanco
(753,48 m?). Estos valores estan por encima de los encontrados por Tejada et al. (287,5 m?> y
205,4 m?) para la cascarilla de la semilla del cacao.

Tabla 10. Estimacion de la superficie de los diferentes tratamientos expuestos a ultra
sonido y el blanco.

Brsayo Vi G0 Cdsorbie A @)
C(US)20%S5' 0,7289 0,005781 3,48157E+21 894,18
C(US)20%10' 0,6322 0,005015 3,01979E+21 775,58
C(US)20%20' 0,6238 0,004948 2,97986E+21 765,32
C(US)40%S5' 0,8712 0,006910 4,16126E+21 1068,75
C(US)40%10' 0,8578 0,006804 4,09737E+21 1052,34
C(US)40%20' 0,8328 0,006606 3,97827E+21 1021,75

Blanco 0,6142 0,004872 2,93374E+21 753,48

CONCLUSIONES

La cinética quimica demuestra que el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio dentro
sistema binario especifico (dcido oxalico-carbon de mesocarpio de cacao) es aproximadamente
90 horas.

Los datos experimentales de las cantidades adsorbidas de C,H,O, por unidad de masa de
carbon de ultrasonicado demuestran que las isotermas obtenidas son de la forma tipo “L”,
ademas los coeficientes de correlacion de Pearson prueban que la isoterma se ajusta al modelo
de Langmuir.

Las isotermas muestran que los carbones ultrasonicados poseen una mayor cantidad adsorbida
en el equilibrio que el blanco, siendo la serie de 40 % de amplitud onda la que presenta los
valores mas altos.

En relacion al incremento de la eficiencia el carbon sometido a una amplitud de 40 % de
la onda a un tiempo de 5 minutos (C(US)40%5’) muestra el valor mas alto con 41,84 %,
mientras que el carbon sometido a una amplitud de la onda de 20 % a un tiempo de 20
minutos (C(US)20%20’) presenta el valor mas bajo correspondiente al 1,57 %.

El area superficial estimada de los carbones ultrasonicados a una amplitud de 40 % de la
onda presentan valores por encima de 1000 m?, alcanzando el valor maximo el tratamiento
C(US)40%5' con 1068,75 m? mientras que los carbones ultrasonicados a la amplitud de 20 %
muestran valores ligeramente por encima del blanco (753,48 m?).
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BIOPELICULAS PRODUCIDAS CON CASCARA DE NARANJAY
REFORZADAS CON CELULOSA BACTERIANA

Evelin Alata Mayhuire¢, Yuri Cuadros Huamani¢, Luis Miranda Zanardi®,
Esperanza Medina de Miranda™

RESUMEN

En este estudio se han elaborado biopeliculas a partir de cdscara de naranja, utilizando
pectina, en calidad de reticulante y glicerina que hace las veces de plastificante. Asimismo,
se ha determinado el efecto de la adicion de celulosa bacteriana, obtenida de la fermentacion
estatica de kombucha (Manchurian fungus), en tales biopeliculas. Es destacable que la
cascara de naranja ha sido sometida previamente a un proceso de extraccion por arrastre de
vapor para recuperar su aceite esencial.

Experimentalmente, se encontré que una formulacién adecuada de biopeliculas contiene
los porcentajes masicos siguientes: cdscara de naranja, 15; celulosa bacteriana, 5; pectina,
40; y glicerina, 40. Dicha biopelicula ostenté una resistencia a la tension de 5,53 N/mm?,
elongacion de 51,60 % y permeabilidad de 0,0273 g.mm/(h.kPa.m?).

El contenido de pectina afect6 significativamente las propiedades de las biopeliculas, debido
a su interaccion con el glicerol. La celulosa bacteriana contribuy6 a incrementar la resistencia
a la tension de las biopeliculas, pero redujo su elongacién, y permeabilidad, Por ello se
constituye en un agente reforzante efectivo cuya produccion es sencilla y segura.

Palabras clave: biopeliculas, cascara de naranja, celulosa bacteriana, propiedades mecanicas
y de barrera.

BIODEGRADABLE FILMS PRODUCED WITH ORANGE PEEL
AND REINFORCED BY BACTERIAL CELLULOSE

ABSTRACT
This work proposes the formulation of biofilms out of orange peel, using pectin as a

crosslinking agent and glycerol as plasticizer. Also, it was determined the impact of the
addition of bacterial cellulose obtained from the static fermentation of kombucha (Manchurian
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fungus) in such biofilms. It is noticeable that the orange peel has been subject previously to
an extraction process by steam distillation to recover its essential oil.

Experimentally it was determined that an appropriate biofilm formulation has the following
mass percentages: orange peel, 15; bacterial cellulose, 5; pectin, 40; and glycerol, 40. Such
biofilm showed the following property values: tension stress at break, 5.53 N/mm?; elongation
at break, 51.60 %; and, water vapor permeability, 0.0273 g.mm/(h.kPa.m?).

Pectin content affected significantly the properties of the biofilms due to its interaction with
glycerol. Bacterial cellulose contributed to increase the tension stress of the biofilm, but it
reduced the value of elongation and water vapor permeability, which may be convenient for
a diversity of applications. That is why bacterial cellulose constitutes an efficient reinforcing
agent, whose production process is simple and safe.

Key words: biodegradable films, orange peel, bacterial cellulose, mechanical and barrier
properties.

INTRODUCCION

Las biopeliculas aparecen como muy buena alternativa para mitigar la contaminacion
producida por el plastico, en vista de que se descomponen bajo condiciones ambientales. En
tal sentido, la produccion competitiva de biopeliculas a partir de materias primas disponibles
en el Perli, es una tarea que ofrece multiples posibilidades. El presente estudio selecciona
como componentes basicos de las biopeliculas la cascara de naranja, la celulosa bacteriana
y el glicerol. La incorporacion de la celulosa bacteriana a biopeliculas es novedosa, pero
muy promisoria porque se produce de modo seguro y a bajo costo. Por esto es de vital
importancia evaluar el efecto de la adicion de celulosa bacteriana sobre las propiedades de
dichas biopeliculas. En el presente estudio se produjo la celulosa bacteriana a partir de la
fermentacion del té negro, y se evalud su aporte sobre las propiedades de las biopeliculas'.
Se podria potenciar la produccion de té peruano (Camellia sinensis), para la produccion de
celulosa bacteriana y su posterior aplicacion en biopeliculas.

Es pertinente tomar como referencia el Analisis del Ciclo de Vida, en la elaboracion de
biopeliculas, pues ofrece una valoracion del impacto ambiental y de la economia de los
productos. Dicho analisis evalua el impacto ambiental de los materiales desde su produccion,
posterior manipulacion, uso y disposicion final, el que es regulado por la norma ISO 14040 y
contribuye en la toma de decisiones sobre materias primas a emplear, modos de produccion
y especificaciones de los productos.

Entonces, desde la perspectiva del Analisis del Ciclo de Vida, la cascara de naranja valenciana
(citrus x sinensis) empleada es un residuo industrial que se obtiene luego de la produccion
de jugo y aceite esencial (por arrastre de vapor), por ello su costo es sumamente bajo y
se le estaria agregando valor y evitando que sea un elemento contaminante. De otro lado,
la celulosa bacteriana, que es producida por la fermentacion del té negro, es un recurso
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obtenido mediante un proceso bioldgico a bajo costo y con minimo impacto ambiental. De
esta fermentacion el té negro es demandado como un agente nutracéutico, contribuyendo con
una mayor valoracion en el ciclo de vida.

Complementando este enfoque ecologico, se eligio como medio plastificante la glicerina,
sustancia que aparece como subproducto de la esterificacion en la produccion de biodiesel
y que se genera en grandes cantidades, constituyendo una amenaza potencial para el medio
ambiente si no se encuentran usos rentables?.

Arévalo Nifo y sus colaboradores® trabajaron con cascara de limén, pectina, glicerina,
alcohol polivinilico y benzoato de sodio en la formacion de peliculas monocapa y bicapa.
Batori y su grupo*, en cambio, reportaron la formacion de biopeliculas a partir de residuos
industriales de naranja, pectina, glicerina, acido citrico y antiespumante; tales peliculas se
caracterizan por su alta higroscopia.

La cascara de naranja puede convertirse en un material esencial para la elaboracion de
biopeliculas debido a su contenido en fibras de celulosa, pectina y aceites esenciales. La
composicion de la cascara de naranja varia de acuerdo a la especie y a las condiciones de su
cultivo. Dibanda y sus colaboradores® reportaron que la naranja contiene 14,27 por ciento
masico de cascara; a su vez, la cascara seca contiene 53,27 por ciento masico de carbohidratos.
De otro lado, los residuos de naranja® contienen los porcentajes masicos siguientes: pectina,
29,8; celulosa, 18,7; y, hemicelulosa, 20,9. Vale decir que el contenido de celulosa es cercano
al veinte por ciento.

La pectina, esta presente en frutas y hortalizas y, por tanto, es abundante en los desechos
agricolas. Se conforma por varias unidades de acido poligalacturénico interrumpido por
enlaces cortos de ramnosa. Es altamente soluble en agua y debido a su flexibilidad molecular
otorga amplia deformacion a las biopeliculas, similar a la que se alcanza con algunos
polimeros sintéticos®, por ejemplo las fibras de nylon y PET presentan valores de elongacion
entre 10 y 50 por ciento’. Asimismo, bajo ciertas condiciones puede gelificar y constituir
una barrera apropiada para la permeabilidad de gases®. Galus y su equipo de investigacion’
indicaron que cuando la pectina se combina con otros polisacaridos se obtienen biopeliculas
continuas, homogéneas y transparentes que poseen un caracter hidrofilico.

El glicerol, también llamado glicerina o propanotriol (C,H,O,), es un alcohol con tres grupos
hidroxilos (~OH), higroscopico, soluble en agua y ebulle a 290 °C. Es el plastificante mas
popular para la produccion de peliculas biodegradables debido a su alta disponibilidad, bajo
costo, presenta compatibilidad con una amplia gama de materiales, ofrece buena elasticidad
a las peliculas sin reducir significativamente la resistencia a la tension, pero tiene dos
inconvenientes: no reduce la permeabilidad al vapor de agua y es higroscopico, afectando el
rango de aplicacion de las biopeliculas'™.
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La celulosa bacteriana es similar a la celulosa de frutos como la naranja; sin embargo, es mas
pura ya que no contiene hemicelulosa, lignina o pectina; asimismo presenta mayor grado de
polimerizacion (entre 4000 a 10000); asi como mas elevada cristalinidad (de 80 a 90 %)"!,
siendo también su capacidad de retencion de agua y de rehidratacion superiores'?.

PARTE EXPERIMENTAL

La cascara de naranja, a la cual se le extrajo su aceite esencial por arrastre de vapor, fue
deshidratada, molida y clasificada, aceptando particulas con una granulometria inferior o
igual a 140 um.

La reproduccion de la celulosa bacteriana se realiza en un sustrato consistente de una infusion
que contiene 5 g de té negro y 70 g de azilicar por litro, la que se agita para disolver el azucar
y oxigenar la bebida. La cepa madre de kombucha (Manchurian fungus) se dispone con la
parte brillante hacia arriba y su reproduccion se realiza a 27 °C por un periodo de 7 a 15
dias en un fermentador aireado. Posteriormente, se filtra el contenido del fermentador para
retener la celulosa bacteriana y el liquido filtrado se emplea como bebida medicinal. La
celulosa es sometida a un proceso de reduccion de tamafio en humedo, luego se deshidrata
y se complementa la molienda en seco seleccionando las particulas de +140 um. La cepa
madre de kombucha se ha adquirido del laboratorio del bidlogo Tito Vicente Cuadros Pulcha,
productor local registrado.

Las biopeliculas se elaboraron mediante el método de vaciado en placas (casting). Las
propiedades mecanicas se evaluaron de acuerdo a norma ASTM D882, correspondiente al
método de prueba estandar para propiedades de traccion de laminas de plastico transparente
con un espesor inferior a 1,0 mm. La permeabilidad al vapor de agua se determin¢ utilizando
el método estandar propuesto por la norma ASTM E 96-95.

El trabajo experimental fue dividido en dos etapas. En la primera se busc6 una formulacion

apropiada a partir de la cascara de naranja, la pectina y el glicerol, para ello se evaluaron las
siguientes formulaciones.

Tabla 1. Pruebas para definir la formulacion adecuada.

Nro. De Cascara de Pectina Glicerina Condiciones
Experimento naranja(%p/p) (%p/p) (%p/p)
1 30 30 40 Temperatura =
2 25 35 40 50-60 °C
3 20 40 40 Velocidad =
4 15 45 40 600 rpm
5 10 50 40 pH=6,0

Fuente. Elaboracion propia
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En la segunda etapa se tom6 como base la mejor biopelicula obtenida en la primera fase, que
fue la que presentd mayor valor de resistencia a la tension y porcentaje de elongacion. En
dicha mejor biopelicula se evalu6 la sustitucion parcial de cascara de naranja por celulosa
bacteriana.

Tabla 2. Experimentos para evaluar el efecto de la celulosa bacteriana.

Nro. De Cascara de Pectina Glicerina Celulosa B. (gr)
Experimento  naranja (gr) (gr) (gr)
6 0 40 40 20
7 15 40 40 05
8 10 40 40 10
9 5 40 40 15

Fuente. Elaboracion propia

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se evalua el efecto de la composicion de las biopeliculas sobre sus propiedades,
vale decir, resistencia a la tension, elongacion y permeabilidad al vapor de agua. Se organiza
esta seccion en dos etapas: la primera, estudia las peliculas base que no contienen celulosa
bacteriana y; la segunda etapa, determina el efecto de la adicion de celulosa bacteriana sobre
las biopeliculas.

Primera Etapa.- Peliculas base

A continuacion se presentan los resultados correspondientes a las peliculas elaboradas a
partir de cascara de naranja, pectina y glicerina. Se reitera el hecho de que al aumentar la
masa de pectina en la formula se reduce en la misma magnitud la cascara de naranja. Por
ejemplo, se tiene la féormula con los porcentajes masicos siguientes: pectina =30; cascara de
naranja = 30; y, glicerol = 40. Si se aumenta el contenido de pectina a 40 %; el de cascara de
naranja se reduce al 20 %.

En la figura 1 se observa que las propiedades mecanicas ostentan un comportamiento
claramente no lineal. La resistencia a la tension presenta un valor maximo de 5,92 N/mm?, para
un contenido de pectina del 35 %; en cambio la elongacion de las peliculas es del 66 % para
una composicion de 40 % de pectina. La relacion entre los valores experimentales maximo y
minimo es de 2,7 veces para la resistencia a la tension, y de 2,1 veces para la elongacion. La
figura 1 también presenta la desviacion estandar de cada corrida mediante barras verticales de
error, apreciandose que los experimentos presentan una precision significativa.
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Figura 1. Variacion de propiedades mecénicas por efecto de la pectina.

Los resultados anteriores coinciden con aquellos de Sanchez Aldana y colaboradores'®,
quienes evaluaron la formacion de peliculas con extractos pécticos y aceite esencial de limon,
empleando como plastificante el glicerol, reportaron que la resistencia a la tensién aumenta
por efecto de la adicion de glicerina y pectina; pero la permeabilidad al vapor de agua exhibe
un comportamiento mas complejo, pues aumenta con la concentraciéon mayor de pectina,
pero al incrementar la glicerina no siempre favorece el aumento de la permeabilidad.

La figura 2 presenta el perfil de la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas cuando se
modifica el contenido de pectina. Como se evidencia, los cambios son moderados, con una
diferencia entre el valor maximo y el minimo de s6lo 16 %, registrandose un valor maximo
de permeabilidad al vapor de agua de 0,029 g.mm/h.kPa.m2 para un contenido de pectina
de 37 %, aproximadamente. Las barras de error de la figura 2 indican que la precision de los
resultados es aceptable.
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Figura 2. Efecto del contenido de pectina sobre la permeabilidad al vapor de agua.
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Para responder a la interrogante sobre cual sera el porcentaje de pectina conveniente en la
formula para conformar la pelicula, se ha seleccionado el valor de 40 %, basandose en las
siguientes consideraciones: se obtuvo un maximo de elasticidad, y se estd muy cerca del
maximo de resistencia a la tension; asimismo, se estd proximo al maximo de permeabilidad
al vapor de agua.

El comportamiento altamente no lineal de las propiedades de las peliculas por la adicion de
pectina encuentra sustento en los hallazgos de Fishman y sus colaboradores', que evaluaron
la interaccion entre la pectina y el glicerol en biopeliculas de almidon, encontrando que: (a)
la presencia de glicerol en peliculas de pectina genera hasta tres transiciones termodinamicas,
debido a la habilidad del glicerol de disociar redes de pectina ligadas por puentes de hidrogeno;
y, (b) la microestructura de las cadenas laterales de la pectina cambia significativamente por
la presencia del glicerol.

Segunda Etapa.- Incorporacion de celulosa bacteriana

Esta segunda etapa toma como base la formula que contiene los siguientes porcentajes
masicos excluyendo al agua que actua como solvente: cascara de naranja, 20; pectina, 40; vy,
glicerina, 40. Se evalua la sustitucion de cascara de naranja por celulosa bacteriana, en los
siguientes porcentajes masicos: 0, 5, 10, 15 y 20. La sumatoria del contenido de cascara de
naranja y celulosa bacteriana es constante e igual al 20 % masico.

En la figura 3 se representan los resultados correspondientes a las propiedades mecanicas,
vale decir, la resistencia a la tension (N/mm?) en el punto de ruptura de la biopelicula y el
porcentaje de elongacion en este punto. Se aprecia que la sustitucion de la cascara de naranja
por celulosa bacteriana permite incrementar la resistencia a la tensiéon de un modo lineal,
logrando un aumento del 35 %; en cambio, la elongacion se reduce casi hasta la mitad, desde
66 % hasta 35 %.
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2 —@— Resistencia 20
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Contenido de Celulosa Bacteriana, % (p/p)

Figura 3. Cambios en las propiedades mecanicas por el contenido de celulosa bacteriana.
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La variacion de la permeabilidad al vapor de agua por efecto de la adicion de celulosa
bacteriana se representa en la figura 4. Se aprecia que no se registran cambios significativos
en la permeabilidad al vapor de agua por efecto de la adicion de celulosa bacteriana, pero se
observa un valor mayor en la permeabilidad al vapor de agua cuando el contenido de celulosa
bacteriana es del 10 %.
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Figura 4. Modificacion de la permeabilidad por el contenido de celulosa bacteriana.

Echeverry y sus colaboradores'® encontraron que el valor de la fuerza de traccion en el punto
de rotura de peliculas de almidon de papa con glicerol, se incrementa en proporcion lineal
al contenido de microfibrillas de celulosa bacteriana. Nuestros resultados son coincidentes
con estos hallazgos.

La adicion de microfibras y nanofibras de celulosa en peliculas biodegradables fue estudiada
por Andrade y su grupo'¢, destacando que constituyen un material de refuerzo que las
propiedades mecanicas y de barrera. Una condicion necesaria para una accion eficaz es la
adecuada dispersion de estas particulas en la matriz polimérica de las peliculas. Sefialan
también que la concentracion maxima de nanocristales de celulosa para alcanzar su adecuada
dispersion es del 10 % en masa en la matriz polimérica.

El rol de las fibras de celulosa, fue establecido por Miiller y sus colaboradores!’, en la
formacion de peliculas basadas en almidén, indicando que tales fibras actiian como un
material de refuerzo que mejora la cristalinidad de las peliculas, permite alcanzar mayor
resistencia a la tension y reduce su elongacion.

Arroyo Rosas!® explica que las fibrillas de celulosa ejercen un efecto de agente reforzante
de la matriz polimérica debido a la formacion de complejos de inclusion ,generando un
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incremento en la cristalinidad de la matriz, lo que reduce la movilidad de las cadenas amorfas,
y el entrecruzamiento de dichas cadenas genera mayor rigidez. Una consecuencia obvia de
esta mayor rigidez es la reduccion de la elasticidad, el aumento de la fuerza para fracturar
el material y el incremento de los valores de permeabilidad. Arroyo también indica que la
formacion de complejos se ve favorecida por la incorporacion de surfactantes.

Complementariamente, Batori y sus colaboradores* sefialan que la fuerza de las fibras
de celulosa y la capacidad gelificante de la pectina se combinan para producir peliculas
competitivas con los plasticos comerciales, a partir de residuos de naranja de la industria
juguera.

Dado que las propiedades mecanicas presentan una relacion lineal con respecto al contenido
de celulosa bacteriana, se selecciona como formula final aquella que contiene los siguientes
porcentajes expresados en términos de masa sobre masa total: celulosa bacteriana, 05;
cascara de naranja, 15; pectina, 40; y, glicerol, 40. Esta seleccion se basa en que la celulosa
bacteriana en proporcion de 5 % (p/p) genera una reduccion en la permeabilidad al vapor de
agua, lo cual es deseable para diversas aplicaciones, como la proteccion de alimentos. Asi,
también, dicha celulosa es mas costosa que la cascara de naranja.

CONCLUSIONES

Se logron obtener biopeliculas competitivas a partir de la cascara de naranja a la cual se le ha
extraido el aceite esencial, en combinacion con pectina y glicerol. Al sustituir parcialmente
la cascara de naranja por celulosa bacteriana, obtenida a partir de la fermentacion del té
negro, se modificaron favorablemente las propiedades de las biopeliculas. Se encuentra como
conveniente un porcentaje de adicion de celulosa bacteriana del 5 % (p/p), obteniendo una
formulacion final con los siguientes porcentajes masicos: cascara de naranja, 15; celulosa
bacteriana, 05; pectina, 40; vy, glicerol, 40. Estas peliculas ostentaron una resistencia a la
tension de 5,53 N/mm?, elongacion de 51,60 % y permeabilidad al vapor de agua de 0,0273
g.mm/(h.kPa.m?).

Los ensayos de las peliculas revelaron perfiles no lineales entre el contenido de pectina y la
resistencia a la tension, la elongacion o la permeabilidad al vapor de agua; por el contrario,
se presentaron relaciones lineales entre la concentracion de celulosa bacteriana y el aumento
de la resistencia a la tension, la reduccion de la elongacion y la permeabilidad al vapor de
agua. Por ello, la celulosa bacteriana se constituye en un agente reforzante efectivo cuya
produccion es sencilla y segura.
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ESTUDIO TEORICO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE COMPUESTOS AROMATICOS CON BASES DE SCHIFF
HETEROCICLICAS SUSTITUIDOS EN POSICIONES
METAY PARA

Williams Garcia®, Hélmer Lezama?, Rodolfo Pumachagua®

RESUMEN

En el presente estudio se analiza la relacion que presenta 11 compuestos aromaticos
con bases de Schiff heterociclicas y sustituidos en posicion meta y para con la actividad
antioxidante, aplicando el método UB3LYP/6-311G(d,p) dentro de la teoria del funcional de
densidad. Determinamos los parametros: entalpia de disociacion de enlace (BDE), potencial
de ionizacion (IP), entalpia de disociacion de protones (PDE), afinidad de protones (PA),
entalpia de transferencia de electrones (ETE) y energia de estabilizacion de radicales (RSE),
todos en fase gaseosa. Los resultados muestran que los sustituyentes electrodonadores
aumentan BDE cuando se encuentran en posicion para, IP en posicion meta y para y ETE
en posicion para. Ademas, los electroatractores causan un aumento en PDE y PA en posicion
meta 'y para.

Palabras clave: Bases de Schiff, entalpia de disociacion de enlace, potencial de ionizacion,
entalpia de transferencia de electrones, afinidad protonica y entalpia de disociacion de proton.

THEORETICAL STUDY OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF
AROMATIC COMPOUNDS WITH HETEROCYCLIC SCHIFF
BASES SUBSTITUTED IN META AND PARA POSITIONS

ABSTRACT

This study analyzes the relationship that presents 11 aromatic compounds with heterocyclic
Schiff bases and substituted in position meta and para with antioxidant activity, using the
method UB3LYP/6-311G(d,p) within density functional theory. We determine the parameters:
bond dissociation enthalpy (BDE), ionization potential (IP), protons dissociation enthalpy
(PDE), affinity of protons (PA), electrons transfer enthalpy (ETE) and radical stabilization
energy (RSE), all in gaseous phase. The results show that electrodonors substituents increases
BDE when they are in position para, IP in position meta and para and ETE in position para.
In addition, the electroatractors cause an increase in PDE and PA at position meta and para.

* Universidad Nacional Federico Villarreal, Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, Laboratorio de Quimica
Teorica, Jr. Chepén s/n (El Agustino) Pert.* rpumachagua@gmail.com
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Key words: Schiff bases, bond dissociation enthalpy, ionization potential, electrons transfer
enthalpy, proton affinity and proton dissociation enthalpy.

INTRODUCCION

Las bases de Schiff constituyen un grupo importante de compuestos organicos que tienen un
amplio rango de aplicabilidad en diversos campos de la quimica y biologia. La actividad de
las bases de Schiff se da en los sistemas bioldgicos como antioxidantes, antiinflamatorios,
analgésicos, antimicrobianos, anticonvulsivos, antituberculosos, anticancerosos y
antihelminticos, ademas del papel como precursores en la sintesis de diferentes compuestos
organicos de importancia bioldgica. Se cree que el atomo de nitrogeno del grupo imina
puede estar implicado en la formacién de enlaces de hidrégeno con los centros activos de
los constituyentes de las células y los efectos en los procesos celulares normales'. Estos son
considerados como “ligandos privilegiados” y son muy utilizados debido a su sintesis versatil
y buena solubilidad.?

Los métodos de la teoria del funcional de densidad (DFT), se utilizaron para evaluar las
propiedades quimicas y dilucidar la relacion estructura-actividad (SAR) de compuestos
aromaticos con bases de Schiff heterociclicas con posible actividad antioxidante. Ademas,
el estudio de las propiedades electronicas y moleculares serd de gran importancia para
comprender el mecanismo de la actividad antioxidante.

FUNDAMENTO TEORICO

Actividad antioxidante

Los antioxidantes presentan la capacidad de ceder sus electrones a los radicales libres
estabilizando la estructura de estos e inhibiendo el proceso de oxidacion causada y de esta
forma neutraliza sus efectos dafiinos.>*

Los compuestos fenolicos y sus derivados tienen gran potencial antioxidante debido a sus
grupos hidroxilo fendlicos que pueden actuar como donantes de hidrogeno o de electrones,
eliminando los radicales libres.

Los mecanismos a través de los cuales los antioxidantes pueden neutralizar los radicales
libres (esquema 1)° son principalmente: (1) la transferencia de atomos de hidrogeno (HAT),
(2) la transferencia de electrones unica seguida de transferencia de protones (ET-PT) y (3) la
transferencia de electrones seguida de pérdida de protones (SPLET).
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R*+ArOH  RH + ArO* (1)
R*+ ArOH — R~ + ArOH™ — RH + ArO® ?2)
ArOH —» ArO™+H'
ArO”+R®* = ArO*+R” 3)
R"+H" " RH

Esquema 1. Mecanismos a través de los cuales los antioxidantes neutralizan los radicales libres.

En el mecanismo (1) la reactividad de ArOH se estima calculando BDE de O-H, cuanto
menor es su valor, mayor es la actividad esperada. En el mecanismo (2) el primer paso es
una reaccion de transferencia de electrones, cuyo parametro de control es I[P de ArOH; se
espera que las moléculas con valores IP mas bajos tengan una actividad mas alta. PDE esta
involucrado en el mecanismo (3), donde ETE de ArO es otro parametro de control. Por
lo tanto, (BDE)®7, (IP), (PDE), (PA)® y (ETE) se utilizaran como principales descriptores
moleculares para elucidar la actividad de eliminacion de radicales en los compuestos.

Ip
ArOH —* ArOH' + e~
PA 8, PDE
3
Ar0™ 4+ H* » Ar0" +H'
ETE

Figura 1. Esquema de los mecanismos antioxidantes y los parametros que los definen.

Efecto sustituyente

Los grupos sustituyentes ejercen los efectos mas importantes que influyen en las propiedades
quimicas, fisicas y biologicas de una especie quimica, estos se describen con frecuencia
mediante varias constantes del sustituyente y estan relacionados con sus propiedades
electronicas y del sitio de reaccion.”!!

La ecuacion de Hammett y sus formas extendidas han sido uno de los medios mas utilizados
para el estudio e interpretacion de reacciones organicas y sus mecanismos'>'®, Hammett
propuso la existencia de una relacion entre la velocidad de reaccion y la constante de
equilibrio. Como resultado, se ha encontrado la correlacion de la constante de Hammett (o)
y los grupos sustituyentes.'* Los grupos electroatractores tendran valores positivos de ¢ y los
electrodonadores valores negativos. A medida que sea mas alta la magnitud de o mayor sera
su capacidad electronica.'
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ASPECTOS COMPUTACIONALES

Todos los calculos se realizaron en el programa Gaussian 09. Las estructuras se optimizaron
con restriccion de simetria utilizando el funcional hibrido UB3LYP y la funcion base
6-311G(d,p)'c. Se procedio a encontrar los parametros termodinamicos: BDE, IP, PDE, PA 'y
ETE usando las siguientes ecuaciones:

BDE=H(I»") - H(H*) + H(I,) “

PDE= H(I,") + H(H") - H(Iw'") &)

PI= H(In") — H(In") (6)

PA= H(In") + H(H") — H(In") (7

ETE= H(In*) - H(In") @®)
RSE=H(In) + H(OH*) — H(I*)- H(H:O) ©)

dénde: Im, Im®, Im*, Imr, H®, H*, OH® y H,O son las entalpias del compuesto aromatico con
base de Schiff heterociclica: base, radical, cation y anidn; radical hidrégeno, proton, radical
hidroxilo, y molécula de agua, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

R4
Jo
’5
R5 R, .

Figura 2. Estructura base aromatica con base de Schiff heterociclica.
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Tabla 1. Sistemas aromaticos con bases de Schiff heterociclicas sustituidos.

Sistema Grupos sustituyentes
To X=NH Ri=OH Rs=H Rs=H
I X=NH Ri;= OH Rs=CHj3 Rs=H
I, X=NH Ri=OH R+=H Rs=CH3
Is X=NH Ri= OH R+=H Rs=CH;0
Is X=NH Ri=OH Rs=H Rs=NO2
I X=NH Ri=OH R4+=CH3;CO Rs=H
Is X=NH Ri=OH R+=H Rs=CH;CO
Io X=NH Ri;= OH R4=NH: Rs=H
To X=NH Ri=0OH Rs+=H Rs=NH:
In X=NH Ri;=OH R4=CN Rs=H
Iz X=NH Ri=OH R+=H Rs=CN
I3 X=NH Ri= OH R4=CF3 Rs=H
) 7 X=NH Ri=0OH Rs+=H Rs=CF;
Iis X=NH Ri;=OH R4=F Rs=H
{13 X=NH Ri=OH R+=H Rs=F
Iz X=NH R;=OH Rs=Cl Rs=H
Iis X=NH Ri= OH R+=H Rs=Cl
Lo X=NH Ri=OH Rs=Br Rs=H
I20 X=NH Ri=OH Rs=H Rs=Br
It X=NH Ri=OH R4+=0OH Rs=H
Iz X=NH Ri=OH Rs=H Rs=OH

Tabla 2. Valores BDE, ABDE y om,p en compuestos aromaticos con base de Schiff heterociclicas
meta y para sustituidos.

Sistema Sustituyente BDE (kJ /mol) A BDE (kJ /mol) Gmp'?
Fase gas Fase gas

To 90,7
Iy p—NH2 84,5 -6,1 -0,66
Izt p—OH 88,2 -2,5 -0,37
I p—CH30 88,0 -2,6 -0,27
I p—CH; 89,4 -1,3 -0,17
o m—NH2 91,9 1,2 -0,16
I m—CHj3 91,0 0,3 -0,07
Iis p—F 90,2 -0,4 0,06
Is m—CH30 90,9 0,3 0,12
Iz m—OH 92,2 1,5 0,12
Ti7 p—Cl 90,8 0,1 0,23
L p-Br 90,7 0.0 0,23
Lis m—F 91,8 1,2 0,34
Iis m—Cl 91,5 0,8 0,37
Is m—CH3CO 91,8 1,1 0,38
I20 m—Br 91,8 0,3 0,39
T4 m—CF3 92,1 1,5 0,43
I p—CHs;CO 93,5 2,8 0,5
L3 p—CF3 93,5 1,6 0,54
Iz m—CN 92,3 1,6 0,56
In p—CN 92,5 -0,2 0,66
Is m—-NO2 92,3 1,6 0,71
Is p—NO2 94,6 1,5 0,78
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Dependencia de ABDE con la constante de Hammett

ABDE= BDE(Ix) — BDE(lo) (10)

Ix: sistema sustituido, Ip: sistema base.

&

Lol
R>=0,9534

ABDE (kcal/mol)

op

Figura 3. Dependencia de ABDE con o,

Los valores calculados BDE y ABDE en compuestos aromaticos con base de Schiff
heterociclicas meta y para sustituidos se muestran en la tabla 2. El efecto del sustituyente
en la posicion para es mas significativo en los sistemas: I, I, I, y L,,. Los valores mas bajos
estan relacionados con grupos fuertes donantes de electrones como: —-NH,, -CH,0, —-CH, y
—OH respectivamente. Los valores mas altos de BDE estan relacionados con grupos fuertes
extractores de electrones como ~NO, en el sistema L.

Los grupos halogenos: —F y —Br en los sistemas: I,y I, tienen efectos opuestos sobre
la molécula base y el radical. Ellos pueden desestabilizar la molécula base aumentando
su energia y estabilizando la fraccion radical por efecto de resonancia. Estos dos efectos
opuestos dan como resultado valores BDE reducidos en presencia de &tomos de halégeno en
comparacion con otros grupos extractores de electrones.

En la figura 3 se representa la correlacion entre la constante de Hammett (cp) con valores
ABDE calculadas. La ecuacion de la regresion lineal es la siguiente:

ABDE (kcal/mol) = 0,1164 op + 0,0192 (11)
La linealidad es satisfactoria, cuando se realiza para los sistemas: I, L, I;, I, I,y L.

Dependencia de AIP con la constante de Hammett

AIP=TP(IX) - IP(I,) (12)
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Tabla 3. Valores IP, AIP y om,p en compuestos aromaticos con base de Schiff heterociclicas
meta 'y para sustituidos.

Sistema Sustituyente IP(kJ /mol) AIP(kJ /mol) Omyp'?
Fase gas Fase gas

Io 169,9
I p—NH: 155,4 -14,5 -0,66
I21 p—OH 165,8 -4,1 -0,37
I p—CHsO 163,6 -6,3 -0,27
I p—CHs 166,5 -3,4 -0,17
Lo m—NH2 153,7 -16,2 -0,16
I m—CHs 166,3 3,6 -0,07
Iis p—F 173,8 3,8 0,06
Lz m—-OH 165,9 -4,0 0,12
14 m—CH:0 161,5 -8,4 0,12
Ii7 p—Cl 174,2 4,3 0,23
T pBr 1724 2,4 0,23
Lis m—F 174,0 4,1 0,34
Lis m—Cl 174,1 42 0,37
Is m—CHsCO 175,4 5,4 0,38
I2o m—Br 172,6 2,7 0,39
) 7 m—CF3 181,1 11,2 0,43
I p—CH;CO 174,0 4,0 0,50
Lz p—CF3 180,7 10,8 0,54
In2 m—CN 179,4 9,5 0,56
In p—CN 179,4 9,5 0,66
Is m—NO2 183,6 13,7 0,71
Is p—NO2 182,8 12,9 0,78

Los valores IP en compuestos aromaticos con base de Schiff heterociclicas meta y para
sustituidos se presentan en la tabla 3. Observamos que los sistemas: I, L, L, I, I, I, I,
y L, poseen valores IP mas bajos respecto al sistema base. Cuanto menor es el valor IP,
mas facil sera la transferencia de electrones en el mecanismo de transferencia de electrones

individuales y mayor sera la actividad antioxidante.

El grupo sustituyente 7—NH, el cual es buen donador de electrones permitirfa la transferencia del
electron, dando asi mayor actividad antioxidante. Por el contrario, con el sustituyente m-NO,,
un extractor de electrones, la transferencia del electron no podria ocurrir, por tanto el valor
de IP seria muy alto.
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y =0.0544x + 0.0429
R2=0.9248 L]

R?>=0,9248

AIP(keal/mol)

Rz=0,8671

om,p

Figura 4. Dependencia de AIP con 6 (linea negra) y o, (linea anaranjada).

En la figura 4 se representa la correlacion que hay entre las constantes de Hammett (o, ;) con
valores AIP calculadas. Las ecuaciones obtenidas son las siguientes:

AIP=0,0544 6 +0,0429 (13)
AIP=0,0272 6 +0,2439 (14)

Los coeficientes de correlacion, R?, alcanzaron valores de 0,92 y 0,87 para los compuestos
aromaticos con base de Schiff heterociclicas meta y para sustituidos, respectivamente. La
linealidad es aceptable, y pueden predecir la disminucion del IP en compuestos aromaticos con
base de Schiff heterociclicas meta y para sustituidas a partir de sus constantes de Hammett o
viceversa.

Dependencia de las APDE con las constantes de Hammett

APDE= PDE(IX) — PDE(I) (15)
En el mecanismo de transferencia de electrones seguida de protones, el electréon se produce
a partir del antioxidante para formar un anion que transfiere un proton. La transferencia del
electron depende de IP, mientras que la del proton se rige por el valor PDE. Cuanto menor sea

el valor de PDE, mas fécil sera la transferencia de protones del cation radical del sistema (1)
Y, por tanto, mas estable sera su radical (I, *) formado, siendo mayor la actividad antioxidante.
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Tabla 4. Valores PDE, APDE y c,,, €N compuestos aromaticos con base de Schiff’
heterociclicas meta y para sustituidos.

Sistema Sustituyente PDE (kJ /mol) APDE (kJ /mol) Omp'?
Fase gas Fase gas

Io 2347
I p—NH: 243,0 8,3 -0,66
1 631 p—OH 236,3 1,6 -0,37
I p—CH;0 238,4 3,7 -0,27
I p—CHs 236,9 2,2 -0,17
To m—NH2 252,1 17,4 -0,16
I m—CHj3 238,6 3,9 -0,07
Lis p—F 230,4 -4,3 0,06
| £5) m—OH 240,2 5,5 0,12
L4 m—CH;0 243,3 8,6 0,12
L7 p—Cl 230,5 -4,2 0,23
Lo p—Br 232,2 -2,4 0,23
L6 m—F 231,8 -2,9 0,34
Lis m—Cl 231,3 -3,4 0,37
Is m—CH;CO 230,3 -4,3 0,38
I2o m—Br 233,1 -1,6 0,39
L4 m—CF3 2249 -9,7 0,43
I p—CHs;CO 233,5 -1,2 0,5
ILis p—CFs 226,7 -7,9 0,54
Iz m—CN 226,8 -7,9 0,56
| 0% p—CN 227,0 -7,7 0,66
Is m—NO2 222,6 -12,1 0,71

APDE (kcal/mol)

Gn}ﬁ): 0,7919

Figura 5. Dependencia de APDE con o (linea negra) yo, (linea anaranjada).
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En la tabla 4, observamos que los sistemas: I, I, L, I, L, [, L, L, L1 0 L 1,y
L, tienen valores de PDE mas bajos, siendo I, el que mejor valor nos dio comparado con el
sistema base (I ), mostrando mayor posibilidad de transferencia de protones (PDE). Entonces
si relacionamos los valores PDE de la tabla 2 con los IP de la tabla 3, podemos ver que los
sistemas: 1, L, L, I, I, I, I, y L,, mostraron valores de IP muy bajos, no seguirfan el

mecanismo de transferencia de protones.

En la figura 5 se representa la correlacion que hay entre las constantes de Hammett (¢, ) con
valores APDE calculados. Las ecuaciones obtenidas son las siguientes:

APDE =-24811 ¢ _+5,2781 (16)
APDE =-7,3636 6, —2,0844 (17)

Los coeficientes de correlacion, R? alcanzaron valores de 0,8 y 0,7 para los compuestos
aromaticos con base de Schiff heterociclicas meta y para sustituidos, respectivamente.

Dependencia de las APA con las constantes de Hammett
APA =PA(I,) — PA(I,) (18)

Tabla S. Valores PA, APA'y o,,, €N compuestos aromaticos con base de Schiff heterociclicas
meta 'y para sustituidos.

Sistema Sustituyente PA (kJ /mol) APA (kJ /mol) Omyp'?
Fase gas Fase gas

To 359 0
Ib p—NHz 365 6 -0,66
T2 p—OH 361 2 -0,37
I; p—CH:0 361 2 -0,27
I p—CHs 359 0 -0,17
Tho m—NHa 363 4 -0,16
| ) m—CHj3 359 0 -0,07
Iis p-F 355 -4 0,06
I22 m—OH 359 0 0,12
Is m-CH3;0 359 0 0,12
I7 p—Cl 352 -7 0,23
To p-Br 352 -7 0,23
Ti6 m—F 353 -6 0,34
Lis m—Cl 350 9 0,37
Is m—CH3;CO 353 -6 0,38
Ly m—Br 351 -8 0,39
T4 m—CF3 347 -12 0,43
I p—CH3CO 348 -1 0,5
I3 p—CF3 345 -14 0,54
T2 m—CN 347 -12 0,56
I p—CN 344 -15 0,66
Is m—NO2 344 -15 0,71
Is p—NO2 337 -22 0,78
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El parametro PA mide la facilidad de eliminacion del proton en compuestos aromaticos con
base de Schiff heterociclicas meta 'y para sustituidos (I ) para formar su forma aniénica (I ). Los
sistemas: I, 1, L, L, T, L, 1,1, 1,1, I”, I, I,y I, tienen un valor PA més bajo que
el sistema base (I). El sistema I, tiene el valor mas bajo por tener un sustituyente extractor
de electrones, generando asi buena actividad antioxidante. Sin embargo, existen algunas
excepciones, tal es el caso del sistema I, que posee al sustituyente p—NH,, buen donante de

electrones cuyo valor PA es mas alto que I,.

R2=0,9231

2=0,9591 y=-22.426x + 0.

R>=0.9231

APA (kxal/mol)

om,p

Figura 6. Dependencia de APA con ¢_ (linea negra) y o, (linea anaranjada).

En la figura 6 se representa la correlacion que hay entre las constantes de Hammett (o _ p) con
valores APA calculadas. Las ecuaciones obtenidas son las siguientes:

APA=-22,426 G_+0,6855 (19)
APA=-18,124 63,8428 (20)

Los coeficientes de correlacion, R?, alcanzan valores de 0,92 y 0,96 para los compuestos
aromaticos con base de Schiff heterociclicas meta y para sustituidos, respectivamente. La
linealidad encontrada es satisfactoria y puede predecir la disminucién de PA en los sistemas
meta 'y para sustituidos a partir de sus constantes de Hammett o viceversa.

Dependencia de las AETE con la constante de Hammett

AETE= ETE(IX) — ETE(I) (21
En el mecanismo SPLET, los parametros como PA y ETE juegan un papel importante. Con
el fin de eliminar facilmente el proton de los sistemas meta y para sustituidos (I ) para
obtener su forma anionica (I '), la PA debe ser mas baja. De forma similar, la transferencia

de electrones del sistema anidnico (I ) para obtener su forma radicalaria (I *) serd mas fécil,
cuando tengan el valor ETE mas bajo.
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A partir de la tabla 6 observamos que los sistemas: I, L, I, I, y L, tienen un valor ETE mas
bajo respecto al sistema base (I ). Esto significa que la transferencia de electrones sera mas
facil. Por lo tanto, los sistemas meta y para sustituidos tienen valores mas bajos de PAy ETE,
lo que indica una mayor posibilidad de someterse al mecanismo SPLET para la eliminacién
de radicales, mostrando mayor actividad antioxidante, pero si relacionamos los valores ETE
de la tabla 6 con PA de la tabla 5, observamos que los sistemas: I, I, L, I, L, 1, 1, 1,1
IL,1.,1L,,1I,ylL, tienen valores PA muy bajos, no seguirian el mecanismo de transferencia

de electron (ETE).

Tabla 6. Valores de ETE, AETE y G,,, €N compuestos aromaticos con base de Schiff
heterociclicas y con sustituyentes en posiciones meta y para.

Sistema Sustituyente ETE(kcal/mol) AETE(kcal/mol) Omyp'?
Fase gas Fase gas

Io 45,5 0
I p-NH2 33,9 -11,7 -0,66
Iz p—CH;0 40,8 -4,8 -0,27
It p—OH 41,4 -4,1 -0,37
I p—CH; 44,0 -1,5 -0,17
To m—NH> 42,4 -3,1 -0,16
I m—CH;s 456 0,0 -0,07
Lis p-F 48,9 3,4 0,06
633 m—OH 47,5 2,0 0,12
I m—CHzO 46,2 0,7 0,12
Ti7 p—Cl 52,9 7,4 0,23
o p-Br 52,1 6,6 0,23
Lis m—F 52,8 73 0,34
Iis m—Cl 55,1 9,6 0,37
Is m—CH3CO 52,9 7,4 0,38
I20 m—Br 54,6 9,1 0,39
s m—CF3 59,0 13,5 0,43
I; p—CHsCO 59,2 13,7 0,5
Lz p—CF3 62,0 16,6 0,54
P m—CN 59,2 13,7 0,56
T p—CN 62,3 16,8 0,66
Ie m-NO; 61,9 16,4 0,71
Is p—NO; 71,2 25,7 0,78
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<o
R?=0,9341

AETE (kcal/mol)

%
Figura 7. Dependencia de las AETE con la o,
En la figura 7 se representa la correlacion que hay entre la constante de Hammett (cp) con
valores AETE calculadas.
La ecuacion obtenida es la siguiente:
AETE = 0,047 5, - 0,1093 (22)
El coeficiente de correlacion, R?, alcanzo el valor de 0,93 para los compuestos aromaticos con

base de Schiff heterociclicas para sustituidos. La linealidad es satisfactoria para 4 sistemas:
L,L,I,yL .
9’ 21

173

Relacion de RSE en compuestos aroméaticos con bases de Schiff heterociclicas sustituidos
en posicion meta y para con valores BDE, ETE y PDE.
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Tabla 7. Valores RSE, BDE, ETE y PDE compuestos aromaticos con bases de Schiff’
heterociclicas y con sustituyentes en posiciones meta y para.

Sistema  Sustituyente =~ BDE(kcal/mol) ETE(kcal/mol)  PDE(kcal/mol) RSE(kcal/mol)

Fase gas Fase gas Fase gas Fase gas
To 90,7 45,5 234,7 15,8
Io p—NH: 84,5 33,9 243,0 22,0
Is p—CHs30 88,0 40,8 238,4 18,4
Ii p—CHs 89,4 44,0 236,9 17,1
Tio m—NHa 91,9 42,4 252,1 14,6
Iis pF 90,2 48,9 2304 16,2
I m—CHs 91,0 45,6 238,6 15,5
Is m—CH30 90,9 46,2 2433 15,5
L7 p—Cl 90,8 52,9 230,5 15,7
Tio p—Br 90,7 52,1 232,2 15,8
Lis m—F 91,8 52,8 231,8 14,6
Is m—CH3CO 91,8 52,9 230,3 14,7
Lis m—Cl 91,5 55,1 2313 15,0
Izo m—Br 91,8 54,6 233,1 14,7
L4 m—CF3 92,1 59,0 2249 14,3
I p—CH3CO 93,5 59,2 2335 13,0
I3 p—CF; 93,5 62,0 226,7 13,0
Iz m—CN 92,3 59,2 226,8 14,2
I p—CN 92,5 62,3 227,0 14,0
Is m—NO2 92,3 61,9 222,6 14,2
Is p—NO2 94,6 71,2 225,7 11,9
Iz m—OH 92,2 47,5 240,2 14,3
I21 p—OH 88,2 41,4 236,3 18,3

La energia de estabilizacion de radicales (RSE) es el parametro que indica la estabilidad del
compuesto aromadtico con base heterociclica y sustituido (I ) formada como radical. Cuanto
mayor sea el valor RSE, mas estable serd la imina radicalaria y mayor serd la actividad
antioxidante. A partir de la tabla 7 se deduce: los sistemas: I, L, I, y I, al transferir el &tomo
de hidrogeno y convertirse a su forma radicalaria, cuando se mide esta pérdida a través del
parametro de BDE y ETE, estas serdn mas estables que el sistema base por poseer RSE mas
alto. El sistema I15 también cumple con este comportamiento.
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CONCLUSIONES

En la actividad antioxidante de los compuestos aromaticos con bases de Schiff heterociclicas
se comprueba para el parametro:

1. BDE, el mecanismo de transferencia de un atomo de hidrégeno es mayor cuando estan
sustituidos con grupos dadores de electrones-n en posicion para.

2. IP, el mecanismo de transferencia de un electron es mayor cuando estan sustituidos con
grupos dadores de electrones-m en posicion para y meta.

3. PDE, el mecanismo secuencial de transferencia de un electrén y protén es mayor cuando
estan sustituidos con grupos sustractores de electrones-mt en posicion para y meta.

4. PA, el mecanismo de transferencia de un proton es mayor cuando estan sustituidos con
grupos sustractores de electrones-n en posicion para 'y meta.

5. ETE, el mecanismo secuencial de transferencia de un proton y electron es mayor cuando
estan sustituidos con grupos dadores de electrones-n en posicion para.

Finalmente, los compuestos aromaticos con bases de Schiff heterociclicas y sustituidos con
grupos: —-NH,, -CH,O, ~CH, y —OH, todos en posicion para, fueron mas estables y con alto
potencial antioxidante, cuando se considera el mecanismo de transferencia del atomo de
hidrégeno o la transferencia secuencial de un protén seguida de un electron. Esto también
ocurre con el grupo p—F.
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EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO DE
COMPUESTOS FENOLICOS DE LA CASCARA DE SANKY
(Corryocactus brevistylus)

Tatiana Rojas®, Maria E. Fuentes Campos®, Eliana Contreras-Lopez,
Susana Gomez*, Ana Maria Muiioz-Jauregui®

RESUMEN

La extraccion por ultrasonido permite recuperar sustancias bioactivas de los residuos
agroindustriales, ademas es una técnica rapida, limpia y amigable con el medio ambiente.
Se realizo la extraccion de componentes fenolicos por ultrasonido a las cascaras del fruto del
sanky (Corryocactus brevistylus). Esta planta es una cactacea que crece en los Andes del Pert
y su fruto es consumido por las comunidades. La cascara de sanky reportd: humedad 10,74 %;
proteina 9,19 %; cenizas 14,75 %; grasa 2,68 %; fibra 16,39 % y extracto libre de nitrogeno
46,25 %. En las semillas, se encontr6 207,81 ppm de calcio, 39,36 ppm de hierro y 9,4 ppm
de zinc. Para la extraccion se evaluaron tres factores y cada uno en tres niveles: concentracion
del solvente etanol (40, 50 y 60 %), tiempo (20, 30 y 40 minutos) y temperatura (25, 35 y
45 °C). Se empleo el disefio de Box Behnken, reportando 15 ensayos experimentales. Se
evaluo los polifenoles totales por el método de Folin Ciocalteau. El tratamiento M11 (50 %
v/v de etanol, 40 minutos y 25 °C) report6 43,9 mg acido géalico/g muestra seca y fue el mas
eficiente. Los siguientes tres tratamientos M3 (60%v/v, 40 minutos, 35 °C); M6 (40%v/v, 30
minutos, 45 °C) y M9 (50%v/v, 20 minutos, 25 °C) reportaron valores de 31,5; 32,9 y 32,6
mg acido galico/g muestra seca, respectivamente, y no tuvieron diferencias significativas. La
variable mas importante fue el tiempo de extraccion, luego la concentracion del solvente. El
objetivo fue determinar las variables de concentracion de solvente, tiempo y temperatura en
la extraccion asistida por ultrasonido para recuperar los componentes fenélicos de la cascara
de sanky.

Palabras claves: ultrasonido, compuestos fendlicos, sanky, sustancias bioactivas.
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ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION OF PHENOLIC
COMPOUNDS OF THE PEEL OF SANKY
(Corryocactus brevistylus)

ABSTRACT

The ultrasound-assisted extraction allows to recover bioactive substances in the agro-
industrial waste, besides, is a fast, clean and friendly with the environment technique. The
extraction of total phenolic components by ultrasound was carried out on the peel of the fruit
of the sanky (Corryocactus brevistylus). This plant is a cactus that grows in the Andes of Peru
and its fruit is used by the communities. The sanky peel reported: humidity 10,74 %; protein
9,19 %; ashes 14,75 %; 2,68 % fat; fiber 16,39 % and nitrogen-free extract 46,25 %. The
sanky seeds reported 207,81 ppm of calcium, 39,36 ppm of iron and 9,4 ppm of zinc. For the
extraction, three factors and each one in three levels were evaluated: solvent concentration
(40 %, 50 % and 60 %), time (20, 30 and 40 minutes) and temperature (25, 35 and 45 °C).
The design of Box Behnken was used, reporting 15 experimental trials. The total polyphenols
was evaluated by the Folin Ciocalteau method. The M11 (50 % v/v ethanol, 40 minutes and
25 °C) treatment reported 43,9 mg galic acid/g dry sample, and was the most efficient. The
following three treatments: M3 (60 % v/v, 40 minutes, 35 °C); M6 (40 % v/v, 30 minutes,
45 °C) and M9 (50 % v/v, 20 minutes, 25 °C) did not show significant differences, reporting
values of 31,5; 32,9 and 32,6 mg galic acid/g dry sample, respectively. The most important
variable was the extraction time, then the concentration of solvent. The objective was to
determine the variables of solvent concentration, time and temperature during the ultrasound-
assisted extraction to recover the phenolic components of the peel of sanky.

Key words: ultrasound, sanky, polyphenols, bioactive substances.

INTRODUCCION

Laextraccion de componentes bioactivos por ultrasonido es un método limpio, sencillo, rapido
y verde en comparacion con los métodos convencionales. Ademas de su alta reproducibilidad
en corto tiempo, de facil manipulacion y disminucion en el uso de solventes frente a otros
métodos'. Las ondas de ultrasonido causan la ruptura mecanica de la pared celular liberando
los componentes bioactivos, a su vez el calentamiento local del solvente aumenta la difusion
del extracto, mejorando asi la transferencia de masa a través de la interfase solido-liquido.
Los efectos mecéanicos de la sonicacion inducen a una mayor disolucion del solvente en
las paredes y membranas celulares, facilitando la liberacion del contenido de las células y
mejorando la transferencia de masa’.

El sanky (Corryocactus brevistylus) es una cactacea nativa de los Andes peruanos, de tallo

carnoso que crece entre los 2500 a 3500 msnm, sus frutos son unas bayas de forma redondas,
de color verde-amarillo, con espinas. Ayuda en el tratamiento para la prostatitis, problemas
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del rifién y por su aporte de calcio podria ayudar a combatir la osteoporosis. Su fruto presenta
propiedades funcionales y terapéuticas, se suele utilizar para la produccion de jaleas, néctares,
jugos, ensaladas y otros®. Este fruto, es conocido, por los lugarefios, como el “quitahambre” y
suelen consumirlo para largas jornadas de trabajo. Sin embargo, la cascara del fruto es poco
valorada, por la falta de informacion y podria considerarse como una fuente de sustancias
bioactivas.

Al respecto, Matos et al.* realizaron la extraccion de componentes fenolicos de la pulpa de
sanky empleando el método convencional a una temperatura de 70 °C; relacién materia prima:
solvente de 1:10 (p/v) y etanol al 90 %. La capacidad antioxidante de estos componentes
fenolicos por el método de DPPH report6 439,11 ugTrolox/g muestra. Zou et al.® optimizaron
la extraccion asistida por ultrasonido de los fenoles y flavonoides de hojas de mango
(Mangifera indica L.), las variables evaluadas fueron temperatura, tiempo de extraccion y
concentracion de alcohol en el solvente. La temperatura y el tiempo de extraccion fueron los
dos factores mas importantes.

Existen pocas investigaciones sobre la cascara de sanky, considerando que podria utilizarse
como ingrediente y/o insumo en el procesamiento de alimentos. Al respecto, Lipe® reportd
la presencia de un hidrocoloide en el zumo de sanky que tendria un efecto protector para el
higado y la mucosa gastrica.

Dentro de los residuos agroindustriales, el grupo de alimentos con mayor porcentaje de
pérdidas y desperdicios es el de frutas y verduras (55 %), seguido de raices y tubérculos
(40 %). Los residuos provenientes del procesamiento de frutas, son poco valorados al
desconocer su composicion, cantidad y calidad de sus componentes’. Los polifenoles son
compuestos que se encuentran en diferentes partes de las plantas y también en los residuos,
presentan un efecto protector contra los radicales libres, ademas retardan el avance de
algunas enfermedades cronicas. Estos compuestos han demostrado una intensa actividad
bioldgica, como antioxidantes, antibacterianos e incluso antitumorales®. En las cascaras de
varios frutos, se reporta una mayor concentracion de sustancias bioactivas que en la misma
pulpa de la fruta, en el caso de las cascaras de platano, sandia y uva reportaron 24,42; 26,73
y 113,40 mg acido galico/g de muestra, respectivamente’; asi como la cascara de mandarina
comin y de toronja que, segun Ordofiez-Gomez et al.’, presentaron 3,22 y 3,08 mg acido
galico/g muestra, respectivamente. Respecto a la cascara del fruto del sanky, a la fecha no hay
informacioén sobre su composicion y/o aplicaciones en algun tipo de industria.

Al eliminar estos residuos también se estaria eliminando una posible fuente de sustancias
bioloégicamente activas que podrian generar un valor agregado a estos residuos y podrian
ser utilizados como ingredientes en la industria de alimentos, farmacéutica, cosméticos y
también nutracettica. Seglin el reporte de Waste Atlas 2013'°, en el Perti se producen 54,8 %
de desechos organicos. Asimismo, se estaria tratando los residuos solidos organicos de una
manera sostenible y amigable con el cuidado del medio ambiente. De alli la importancia de
evaluar los componentes fendlicos presentes en la cascara de sanky aplicando una extraccion
asistida por ultrasonido.
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El objetivo de la investigacion fue aplicar la extraccion asistida por ultrasonido para recuperar
los componentes fenolicos de la cascara de sanky utilizando como variables la concentracion
de solvente, tiempo y temperatura de extraccion.

PARTE EXPERIMENTAL

Materia prima y reactivos

Se eliminaron aquellos frutos de sanky con dafios fisicos, luego se lavaron con agua destilada,
se secaron con papel toalla y se pelaron manualmente. Las cascaras fueron secadas en estufa
a 35 °C, luego fueron molidas y almacenadas en empaques herméticos y asépticos. El etanol
(99 %), acido sulfurico (99 %), hidréxido de sodio y el hexano fueron adquiridos de Sigma
(USA).

Métodos de analisis

Determinacién de la composicion quimica: Se determindé humedad, proteinas, grasas,
fibra total, cenizas y el extracto libre de nitrégeno se determiné por diferencia. Se utilizo los
métodos estandar que recomienda la AOAC, 2005,

Determinacion del contenido de calcio, hierro y zinc: Se utilizé el método de la Unidén
Europea Norma UNE-EN 14082, determinacion de elementos traza utilizando espectroscopia
de absorcidn atomica, tras la obtencion de cenizas secas.

Determinacion de compuestos fendlicos mediante espectroscopia: Después de la
extraccion por ultrasonido, los extractos acuosos fueron centrifugados y se recogié el
sobrenadante. El contenido de compuestos fenolicos totales se determind por el método de
Folin-Ciocalteu'?. Se trat6 40 uL de extracto con 0,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 2
mL de carbonato sodico al 20 % (p/v) y se llevo a 10 mL. Transcurrida media hora se efectud
la lectura de absorbancia a 760 nm, se utilizdo como estandar al acido galico (GAL) y los
resultados se expresaron como miligramos de acido galico (mg GAL) /g materia prima seca.

Metodologia experimental

Obtencion de los extractos por extracciéon separacion asistida por ultrasonido

Se trabajo con 1,0 g de cascara de sanky seca y molida, luego se adicioné 50 mL del solvente
y se procedid a los diferentes tratamientos de extraccion en un generador ultrasonico. El
equipo es el modelo NO VC 505 de marca Sonics & Materials, INC., U.S.A. que trabajo a
20 KHz y 130 W, con tiempos de sonicacion (sonda en contacto con el extracto acuoso) de
45 segundos con intervalos de descanso de 60 segundos. Esto se repiti6 y fue constante en
todos los tratamientos.

Diseiio experimental y analisis estadistico

Extraccién asistida por ultrasonido de los componentes fenélicos

Durante la extraccion se evalu6 la influencia de las variables independientes: concentracion
de etanol (40,50 y 60 %v/v), tiempo (20, 30 y 40 min) y temperatura (25, 35 y 45 °C). Cada
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variable independiente (factor) fue evaluada a tres niveles. Se utilizo el disefio Box Behnken
(DBB), el cual reporté un total de 15 tratamientos, las corridas fueron evaluadas de forma
independiente para cada extraccion, tal como se describe en la tabla 1. La respuesta medida
fue la cantidad de componentes fenolicos totales (mgGAL/g de muestra). Todas las corridas
se realizaron por triplicado y en forma aleatoria.

Tabla 1. Tratamientos para la extraccion de los compuestos fendlicos por ultrasonido de la
cascara de sanky seca.

Tratamientos  Concentracion de  Tiempo de = Temperatura de
etanol (%v/v) extraccion (°C)

extraccion
(min)
M1 40 20 35
M2 40 40 35
M3 60 40 35
M4 60 20 35
M5 40 30 25
M6 40 30 45
M7 60 30 25
M8 60 30 45
M9 50 20 25
M10 50 20 45
Mil1 50 40 25
MI12 50 40 45
M13 50 30 35
M14 40 30 35
M15 60 30 35

Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron evaluados usando un analisis de variancia (ANOVA) y la
prueba de Tukey, en ambos casos se considerd un nivel de significancia de p < 0.05. Los
analisis se realizaron con el software STATGRAPHICS CENTURION XV. Todos los analisis
se realizaron por triplicado.

Rev Soc Quim Peru. 85(2) 2019



Extraccion asistida por ultrasonido de Compuestos fenolicos de la cascara de sanky... 263

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de la cascara de sanky

La cascara de sanky seca y molida report6 una humedad promedio de 10,74 %, es un valor bajo
comparado con cascaras de otras frutas como mandarina 80,14 % y naranja agria 78,60 %'. Esto
indica que los solutos de la cascara se encuentran concentrados, por tanto, la concentracion
de los polifenoles de la cascara también es alta comparada con otros residuos. En la tabla 2,
se aprecia la composicion proximal de la cascara de sanky seca. El extracto libre de nitrogeno
fue 46,25 %, esto implica la presencia de hidrocoloides y/o compuestos solubles en agua,
tal como lo reporta Lipe® al encontrar 38,24 % de un hidrocoloide en la pulpa del sanky.
También podria poseer hemicelulosa. Asimismo, se hallaron 16,39 % y 14,75 % de fibra y
cenizas en la cascara, respectivamente. La fibra o fraccion insoluble es casi la tercera parte de
la fraccion soluble, asi que ambas partes (representan casi el 62,64 %) aportarian a mejorar
el transito intestinal y como protector de la mucosa gastrica, por ende, serian de gran aporte
para mejorar el proceso digestivo.

Tabla 2. Composicion quimica de la cascara de sanky seca (gramos/100gmuestra).

Determinacion Porcentaje (*)
Humedad 10,74
Proteinas 9,19

Cenizas 14,75
Grasa 2,68
Fibra 16,39

E.L.N. 46,25

(*) Son valores promedios de tres repeticiones

Respecto al contenido de cenizas podria incluirse la presencia de calcio y potasio, que segiin
Nolazco y Guevara® encontraron 249 ppm de calcio y 417 ppm de potasio en el néctar de
sanky. Por otra parte, en las semillas de sanky, también se encontraron minerales como calcio,
hierro y zinc, en concentraciones de 207,81; 39,36 y 9,4 ppm, respectivamente, como se
muestra en la tabla 3. Esto permite deducir que también en la cdscara del fruto se encuentran
altas concentraciones de estos micronutrientes, especialmente calcio que podria ser utilizado
en la elaboracion de otros productos.

Tabla 2. Composicion quimica de la cascara de sanky seca (gramos/100gmuestra).

Metales Contenido en ppm (*)
Calcio 207,81
Hierro 39,36

Zinc 9,4

(*) Se reporta el promedio de dos repeticiones
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En general, las frutas y sus derivados no son fuentes de proteinas, ni grasas, es asi que la
cascara contiene 9,19 % de proteinas y 2,68 % de grasas, segun se reportd en la tabla 2.

Estos resultados muestran que la cascara de sanky seca y molida presenta componentes que
ayudarian a mejorar el transito intestinal y a proteger la mucosa gastrica y por su contenido
de cenizas es una buena fuente de minerales como calcio, hierro y zinc. Se podria utilizar
como ingrediente para elaborar alimentos funcionales y/o otros productos en la industria
cosmética y farmacéutica.

Extraccion por ultrasonido de los componentes fendlicos de la cascara de sanky

En la mayoria de los tratamientos, los polifenoles totales presentaron mayores valores que los
reportados por Alanoca'® quien utilizé el método tradicional de maceracion con etanol para la
extraccion de los compuestos fenolicos.

Segun los datos de la figura 1, el extracto M 11, con 50 %v/v de etanol, 40 minutos de tiempo
de extraccion y 25 °C, fue la que present6 el mayor rendimiento de extraccion reflejada en
la mayor cantidad de polifenoles totales, reportd 43,9 mg GAL/g de cascara seca, mostrando
un amplio margen muy superior al resto de tratamientos. Los extractos M3 (60 % etanol, 40
minutos y 35 °C), M6 (40 % etanol, 30 minutos y 45 °C) y M9 (50 % etanol, 20 minutos
y 25 °C) mostraron valores muy similares, 31,5; 32,9 y 32,6 mg GAL/g de materia seca,
respectivamente. Entre estos tres tratamientos no hubo diferencias significativas en el
contenido de fenoles totales, por tanto, también presentarian actividad antioxidante muy
similar. De este grupo, el extracto M9, seria el mas recomendable para extraer los polifenoles
aun menor tiempo (20 minutos) y menor temperatura (25 °C), la temperatura es un factor que
afecta en forma desfavorable la estabilidad de los fenoles. El extracto M4 (60 % de etanol,
20 minutos y 35 °C) report6 el menor contenido de polifenoles, 14,2 mg GAL/g de materia
seca, esto se puede deber a la mayor concentracion del etanol, ya que la solubilidad de los
fenodlicos tiende a disminuir, ademas el tiempo de extraccion fue de apenas 20 minutos. La
solubilidad de estas sustancias disminuye en solventes menos polares como metanol y etanol,
se recomienda utilizar mezclas con agua, para incrementar la polaridad como acetona:agua
y/o etanol:agua para mejorar la extraccion de polifenoles®.
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Contenido de compuestos fendlicos
totales

50
45
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mg de acido gélico/ g de muestraseca
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M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI10 M1l M12 M13 M14 M15
Tratamientos para la extraccion

Figura 1. Contenido de compuestos fendlicos totales en las cascaras de sanky seca y molida
en los diferentes tratamientos.

Dado que los extractos M11 (50 % etanol, 40 minutos y 25 °C) y M9 (50 % etanol, 20
minutos y 25 °C) fueron los de mayor contenido de fenoles totales, se deduce que el tiempo
de extraccion es la variable independiente de mayor influencia seguido de la concentracion
del solvente. En las cascaras de varios frutos, se reporta presencia de sustancias bioactivas
en mayor concentracion que en la misma pulpa, en el caso de las cascaras de platano, sandia
y uva se reportaron valores de polifenoles como acido galico equivalente (AGE) de 24,42;
26,73 y 113,40 mg AGE/ g de muestra, respectivamente’ asi como la cascara de mandarina
comun y de toronja que segun Ordoiez et al.’, presentaron 3,22 y 3,08 mg AGE/ g muestra,
respectivamente. En todos los casos, los extractos de cascara de sanky presentaron mayor
contenido de polifenoles que las cascaras de frutas antes mencionadas. En las cascaras de
frutas citricas el contenido es mucho menor atn. Esto podria deberse a que la planta de sanky,
por ser una cactacea requiere de poca agua para su adaptacion y crecimiento, es asi que los
solutos se encuentran altamente concentrados en comparacion con otros residuos frutales. El
contenido de fenoles en el sanky puede variar debido a las caracteristicas del suelo, a la época
de siembra y/o condiciones de post cosecha. En el extracto de cascara de granada se reportd
165,4 mg de GAL/g de extracto en peso seco'*, valor bastante superior al encontrado en la
cascara de sanky. Sin embargo, estos polifenoles en las plantas pueden estar en forma simple,
polimerizados o incluso pueden estar ligados a proteinas o carbohidratos, lo cual implica que
lograr un sistema de extraccion para estructuras tan distintas resulta ser muy complejo.

Al respecto Balasundram ef a/® mencionan que los compuestos fenolicos extraidos de
extractos vegetales tienen correlacion positiva con la actividad antioxidante y podrian actuar
como agentes que previenen la oxidacion a nivel celular. Por tanto, todos los extractos
obtenidos por ultrasonido también tendrian actividad antioxidante.
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CONCLUSIONES

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) para recuperar los componentes fendlicos
de la cascara de sanky, utilizando el disefio de Box Behnken, reportd la mejor eficiencia
utilizando 50,0 %v/v de etanol, con un tiempo de extraccion de 40 minutos y una temperatura
de 25 °C, mostrando una diferencia significativa, muy superior al resto de tratamientos.
En esta metodologia, el tiempo de extraccion fue el factor mas importante, seguido de la
concentracion del solvente (etanol).
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COMPOSICION QUIMICA Y ENSAYOS DE ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE Y DEL EFECTO FUNGISTATICO SOBRE
Candida albicans DEL ACEITE ESENCIAL DE
Piper aduncum L. “MATICO”

Sharon Ingaroca™, Américo Castro?, Norma Ramos®

RESUMEN

El aceite esencial se obtuvo de las hojas de Piper aduncum L. procedentes del Departamento
de Loreto, mediante destilacion por arrastre de vapor de agua con un rendimiento de 1,1 % v/p.
La composicion quimica se determind mediante Cromatografia de Gases / Espectrometria de
Masas (CG/EM), identificaindose 35 componentes quimicos, de los cuales ocho representan
el 76,53 % del area total. Los principales compuestos fueron fenilpropanoides (1, 2,
4-trimetoxi-5-(1-propenil)- benceno (39,32 %) y metileugenol (12,85 %)), hidrocarburos
sesquiterpenoides (germacreno D (7,52 %), biciclogermacreno (5,88 %), B-cariofileno (2,82
%) y d- cadineno (2,81 %)), un hidrocarburo monoterpenoide (f-ocimeno (2,34 %)) y un
monoterpenoide oxigenado (4,7,7-trimetilbiciclo [2.2.1] heptan-3-ona (2,99 %)). La actividad
antioxidante fue evaluada mediante los métodos de captacion de los radicales DPPH® y
ABTS*". La capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC- DPPH) (TEAC-ABTYS) fue
de 1,839y 17,79 ug Trolox/mg del aceite esencial, respectivamente. El efecto fungistatico fue
evaluado mediante el método de microdilucion colorimétrica en caldo, mostrando actividad
con un MIC de 1,24 mg/mL. Los resultados demuestran que a pesar de que la actividad
antioxidante y el efecto fungistatico del aceite esencial fueron limitados; el alto contenido de
fenilpropanoides lo hace un candidato prometedor para futuras investigaciones.

Palabras clave: Piper aduncum L., antioxidante, fungistatico, Candida albicans.

* Instituto de Investigacion en Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara”, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima-Pert. sharoningarocatejedafyb@
gmail.com
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CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
FUNGISTATIC EFFECT AGAINST Candida albicans OF THE
ESSENTIAL OIL OF Piper aduncum L. "MATICO"

ABSTRACT

The essential oil was obtained from leaves of Piper aduncum L. "matico" from in Department
of Loreto by steam distillation with a yield of 1.1% v/w. The chemical composition has
determined by chromatography/mass spectrometry (GC/MS). Thirty-five chemical
components were identified, of which eight represent 76,53 % of the total area. The main
volatile compounds are phenylpropanoids (1, 2, 4-trimethoxy-5- (1-propenyl) -benzene
(39,32%) and methyleugenol (12,85%)), sesquiterpenoid hydrocarbons (germacrene D
(7,52%), bicyclogermacrene (5,88%), B-caryophyllene (2,82%) and d-cadinene (2,81%)),
a monoterpenoid hydrocarbon (B-ocimene (2,34%)) and an oxygenated monoterpenoid
(4,7,7-trimethylbicyclo [2.2.1] heptan-3-one (2,99%)). The antioxidant activity was evaluated
by DPPH* and ABTS*" radical scavenging methods. The antioxidant capacity equivalent to
Trolox (TEAC-DPPH) (TEAC-ABTS) was 1.839 and 17.79 pg Trolox/mg of the essential
oil, respectively. The fungistatic effect was evaluated by colorimetric broth microdilution
method, showing activity with a MIC of 1.24 mg/ mL. The results show that although the
antioxidant activity and the fungistatic effect of the essential oil of Piper aduncum L. were
limited, however, the high content of phenylpropanoids makes it a promising candidate for
future research.

Key words: Piper aduncum L., antioxidant, fungistatic, Candida albicans.

INTRODUCCION

En la actualidad, existe una constante preocupacion por la seguridad de los antioxidantes
sintéticos utilizados para mantener la calidad de los productos alimenticios, lo que ha
motivado a la industria alimentaria a buscar alternativas naturales'.

Por otro lado, la candidiasis en la actualidad representa la tercera a cuarta infeccion nosocomial
mas frecuente en hospitales en todo el mundo, lo que la ha convertido en un problema de salud
publica?. Simultaneamente, la resistencia a farmacos antifungicos también ha aumentado
considerablemente en los ultimos afios®. Por lo tanto, se necesitan nuevos compuestos con
propiedades antifingicas para hacer frente al desafio de las micosis invasivas.

Las plantas medicinales constituyen un reservorio de compuestos quimicos estructuralmente
diversos (compuestos bioactivos), por lo que pueden ser una fuente para el desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos y antifungicos. Los aceites esenciales, son objeto de interés
cientifico en las ultimas décadas, con un analisis exhaustivo que indica que muchos de estos
y sus componentes aislados poseen diversas actividades®.
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En este contexto, la Amazonia peruana, como region fitogeografica y biodiversa, es una fuente
de especies de plantas. Asi, la familia Piperaceae, es reconocida en el Pert, por presentar tres
géneros y 830 especies, de los cuales el mas abundante es el género Piper. Piper aduncum L
se usa en la medicina tradicional como antiséptico, antidiarreico, antirreumatico, astringente
y tonico®. Los yaneshas, comunidad nativa de la Amazonia peruana, preparan tés y bafios de
vapor de las hojas contra infecciones generales y fiebre’. Sin embargo, no hay suficientes
datos relacionados a sus actividades terapéuticas que validen sus usos tradicionales. En este
sentido, el propdsito del estudio fue evaluar la composicion quimica, la actividad antioxidante
y el efecto fungistatico del aceite esencial de Piper aduncum L “matico” frente a Candida
albicans.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Las hojas de Piper aduncum L. “matico” fueron colectadas en el Departamento de Loreto,
provincia de Maynas, distrito de Napo. Las hojas fueron separadas de los tallos y almacenadas
a temperatura ambiente, bajo luz difusa. El peso promedio del material fresco de la planta
fue de 5 kg. La clasificacion taxonomica se realizo en el Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Obtencion del aceite esencial

El aceite esencial se extrajo en un sistema de destilacion por arrastre de vapor de agua hasta
su recuperacion total. El volumen de aceite esencial obtenido fue deshidratado con sulfato
de sodio anhidro, luego fue transferido a un vial ambar y posteriormente almacenado bajo
refrigeracion (4°C) y protegido de la luz, hasta su uso.

Productos quimicos

Todos los componentes usados en este trabajo fueron de grado analitico. Los reactivos y
estandares (DPPH, ABTS y Trolox®) para la evaluacion de la actividad antioxidante fueron
comprados de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). El estandar ketoconazol
para la evaluacion del efecto fungistatico fue suministrado por Laboratorios Induquimica.
Los medios de cultivo RPMI 1640 con glutamina sin bicarbonato y agar dextrosa Sabouraud
al 4 % fueron adquiridos también por Sigma-Aldrich Chemical Co. y EMD Millipore Co.
(Billerica, MA 01821, USA). Los solventes metanol y dimetilsulfoxido (DMSO) fueron
también obtenidos de EMD Millipore Co. (Billerica, MA 01821, USA). Otros productos
quimicos como etanol 96° y sulfato de sodio anhidro, asi como polisorbato 20 (Tween 20) y
resazurina fueron proporcionados por el Instituto de Investigacion en Ciencias Farmacéuticas
y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” y por el Instituto de Quimica Biologica,
Microbiologia y Biotecnologia “Marco Antonio Garrido Malo”, respectivamente. Agua
bidestilada fue usada a lo largo de este trabajo.
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Microorganismo y condiciones de crecimiento

Candida albicans ATCC 10231 es un cultivo estandar de la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC) y fue suministrado por el Instituto Investigaciones Estomatologicas
de la Facultad de Odontologia de la UNMSM. La cepa fue cultivada de stock congelados y
conservados en placas con agar dextrosa Sabouraud al 4 % en condiciones aerdbicas a 37 °
C durante 48 horas.

Cromatografia de gases / espectrometria de masas (CG/EM)

El analisis del aceite esencial fue realizado mediante cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (CG/EM) usando un Agilent Technologies 7890 y un Agilent
Technologies 5975C, respectivamente, equipado con una columna capilar de silica gel J&W
122-1545.67659 DB- 5ms, 325 °C: 60 m x 250 um x 0,25 um. Las condiciones operativas
fueron las siguientes: la programacion de la temperatura de la columna para CG empez6 en
80°C, luego se incrementd a 10° C/min hasta 180°C, seguida de 2,5 °C/min hasta 200°C
por 5 min, 2,5°C/min hasta 240°C y finalmente 5°C/min hasta 300°C manteniéndose por 2
minutos. El gas portador fue helio con una tasa de flujo de 1.0 mL/min; la temperatura de
inyeccion fue de 300 °C; el volumen de inyeccion de la muestra fue de 1 pL (20 pL de aceite
en 1 mL de diclorometano) y la proporcion de division fue de 20:1. El tiempo de corrida fue
de 54 minutos. Las condiciones de espectrometria de masas fueron las siguientes: la energia
de ionizacion fue de 70 eV y la temperatura de deteccion fue de 250 °C.

Los componentes fueron identificados por analisis comparativo de los espectros de masa
frente a la base de datos del sistema GC/MS (Nist 08.lib y Flavor 02) junto con los indices
de retencion (RI) relativos, obtenidos de la inyeccion de una mezcla de n—alcanos usando la
ecuacion de Van Den Dool y Kratz.

El contenido relativo de todos los componentes identificados fue estimado por comparacion
de su area con las areas totales.

Actividad antioxidante

El aceite esencial fue analizado mediante dos ensayos. La actividad de captacion del radical
DPPH se realiz6 siguiendo el método de Brand- Williams et al.® y la actividad de captacion
del radical ABTS se realizo segin el método de Re et al’. La muestra fue diluida con etanol
de 96°. El estandar de referencia fue Trolox®. Ambos ensayos fueron realizados por triplicado
y en un espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific TM GENESYS 10S), a 25° C. Los
resultados se expresaron como concentracion inhibitoria media (IC50) y como unidades de
capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC).

Efecto fungistatico

El efecto fungistatico del aceite esencial fue evaluado mediante el método de microdilucion
en placas de 96 pocillos, de acuerdo protocolo M27-A3' del Instituto de Estandares de
Laboratorio Clinico (CLSI) y las modificaciones de Liu M. et al."'. La lectura de los resultados
se hizo visualmente y se expresaron como concentracion minima inhibitoria (MIC), que se
define como la concentracion mas baja de la muestra a la que no se produce el cambio de
color", El promedio de tres valores se reporté como MIC.
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Analisis estadistico

Los datos recolectados de la actividad antioxidante fueron analizados por analisis de varianza
de un factor (ANOVA) usando el software SPSS 23.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). La medicion
de la diferencia se determind de acuerdo con la prueba de rango multiple de Tuckey. Los
valores de P <0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Los ensayos se realizaron
por triplicado y los resultados se expresaron como media + desviacion estandar (DE). Los
valores de CI50 se calcularon usando analisis regresion lineal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicién quimica y cuantificacion del aceite esencial

El rendimiento (v/p de hojas) fue 1,1 % v/p. La composicion quimica del aceite esencial de P.
aduncum L. se muestra en la tabla 1. Los datos de GC-MS revelaron 35 componentes, de los
cuales ocho representan el 76,53 % del area total del pico en el cromatograma. Los principales
componentes fueron 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno (39,32%), metileugenol
(12,85%), germacreno D (7,52%), biciclogermacreno (5,88%), 4,7,7-trimetilbiciclo [2.2.1]
heptan-3-ona (2,99 %) y B-cariofileno (2,82 %), d-cadineno (2,81%) y B-ocimeno (2,34%).

Para esta especie se han informado diferentes perfiles quimicos. El principal componente
en Bolivia fue el monoterpenoide oxigenado 1,8-cineol (40,5%). Panama fue abundante en
sesquiterpenoides como B-cariofileno (17.4%) y aromadendreno (13,4%). En Cuba, fueron
monoterpenoides oxigenados como 4,7,7-trimetilbiciclo [2.2.1] heptan-3-ona (17,1-18,1%),
viridiflorol (14,5%) y piperitona (23,7%). Un quimiotipo encontrado con frecuencia en Brasil,
Ecuador oriental, sur de Asia oriental y Oceania fue dillapiol (30-90%)'%. Los resultados de
este estudio no solo confirman la amplia variabilidad en la composicion quimica de Piper
aduncum L. sino también evidencian de manera preliminar un perfil diferente. La existencia
de estas variaciones puede atribuirse a las complejas interacciones entre los factores genéticos
(variedades, subespecies y quimiotipo), las condiciones ambientales, tiempo de recoleccion y
los métodos de extraccion. Asi, por ejemplo, el alto contenido de fenilpropanoides, podria estar
asociado con una mayor expresion de los genes de la enzima chalcona sintasa en comparacion
con la enzima terpeno sintasa, productora de monoterpenoides y sesquiterpenoides’?.
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Tabla 1. Composicion quimica del aceite esencial de Piper aduncum L.

realizado por CG/EM.
Numero Componente® t’ % en la
(min) muestra*

1 f-mirceno 7,23 0,32
2 B-pineno 7,32 1,30
3 3-careno 7,64 0,19
4 B-trans-ocimeno 7,80 0,92
5 D-limoneno 7,89 0,42
6 B-ocimeno 7,96 2,34
7 Terpinoleno 8,64 1,06
8 Linalol 8,70 0,53
9 4,7,7-trimetilbiciclo [2.2.1] heptan-3-ona (alcanfor) 9,68 2,99
10 Isoborneol 9,91 0,83
11 p-cimen-8-ol 10,06 0,31
12 Elixeno 12,32 0,54
13 a-cubebeno 12,54 0,28
14 o -copaeno 13,11 1,49
15 Metileugenol 13,20 12,85
16 8-Isopropenil-1,5-dimetil-ciclodeca-1,5-dieno 13,26 0,87
17 Desconocido (C;H,,) 13,32 0,72
138 B-cariofileno 14,00 2,82
19 B-cubebeno 14,12 0,41
20 Aromadendreno 14,33 0,77
21 a-cariofileno 14,66 1,55
22 L-alloaromadendreno 14,75 0,56
23 Pentadecano 14,91 3,62
24 Germacreno D 15,12 7,52
25 o-muroleno 15,30 1,11
26 Biciclogermacreno 15,40 5,88
27 d-cadineno 15,67 2,81
28 Desconocido (C,,H, O) 15,75 1,57
29 Elemicina 15,88 0,78
30 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno (asarona) 16,36 39,32
31 Germacreno D-4-ol 17,12 0,56
32 Espatulenol 17,18 1,41
33 Oxido de cariofilleno 17,37 0,56
34 a-cadinol 18,90 0,31
35 Apiol 19,04 0,48

Total 100

Componentes listados en orden de elucion de una columna J&W 122-1545.67659 DB-5ms.
Ot Indices de retencion (min) calculados en la columna J&W 122-1545.67659 DB-5ms relativa a C8-C28 n-alcanos.

¢ Porcentaje del area relativa (area de pico relativa al area del pico total en el cromatograma).
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Estos componentes pertenecen a seis familias quimicas: fenilpropanoides, hidrocarburos
sesquiterpenoides, sesquiterpenoides oxigenados, hidrocarburos monoterpenoides,
monoterpenoides oxigenados y compuestos alifaticos. Los fenilpropanoides fueron los mas
abundantes (53,43%) con 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno y metileugenol como los
componentes principales de este grupo de compuestos quimicos. Los terpenoides (40,66%)
representan el segundo grupo. El contenido de hidrocarburos sesquiterpenoides (26,61%)
fue mas alto que los sesquiterpenoides oxigenados (2,84%), mientras que la cantidad de
hidrocarburos monoterpenoides (6,55%) fue similar al de monoterpenoides oxigenados
(4,66%) (figura 1).

2,84 % SO
3,62 % CA

4,66 % MO

2,29 % CNI

6,55 % HM

53.43 % FP

26,61 % HS

Figura 1. Distribucion de los diferentes grupos quimicos de los componentes del
aceite esencial de P. aduncum L. FP: fenilpropanoides; MO: monoterpenoides
oxigenados; HM: hidrocarburos monoterpenoides; SO: sesquiterpenoides
oxigenados; HS: hidrocarburos sesquiterpenoides; CA: compuestos alifaticos; CNI:
compuestos no identificados.

Actividad antioxidante del aceite esencial

Los resultados se expresaron mediante valores de IC, y en unidades TEAC en las tablas 2 y
3, respectivamente. La actividad antioxidante por ambos métodos fue baja en comparacion
con el estandar polifenolico Trolox®, analogo soluble de la vitamina E. Esta diferencia puede
ser el resultado de diferentes mecanismos relacionados con sus diversas estructuras. En el
caso de los polifenoles, esta claramente relacionada con los grupos hidroxilos, unidos a un
anillo de benceno, mientras que, para los isoprenoides, esta relacionada con la presencia
de dobles enlaces conjugados'®. Por lo tanto, esta baja actividad del aceite esencial de
Piper aduncum L se atribuiria a la presencia de 4,7,7-trimetilbiciclo [2.2.1] heptan-3-ona,
B-cariofileno, biciclogermacreno, germacreno D, y B-ocimeno, asi como a los efectos
sinérgicos y antagonicos entre ellos'*'>.

Rev Soc Quim Peru. 85(2) 2019



Composicion quimica y ensayos de actividad antioxidante y del efecto fungistatico sobre candida albicans... 275

Tabla 2. Actividad antioxidante del aceite esencial de Piper aduncum L.
expresada como concentracion inhibitoria media (IC,).

ICso (ng/mL)

Muestra
DPPH* ABTS**
Aceite esencial de 1087,359 147,832
Piper aduncum L.
Trolox®? 2,0 2,68

2 Estandar de referencia

Tabla 3. Actividad antioxidante del aceite esencial de Piper aduncum L.
expresada como capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC).

TEAC
Ensayo
pg Trolox/mg mg Trolox/mL pmol Trolox/mL
DPPH". 1,839 1,824 7,286
ABTS** 17,79 17,64 70,509

Las figuras 2 y 3 muestran el comportamiento del aceite esencial de Piper aduncum L.
como captador de radicales DPPH y ABTS, respectivamente. Las concentraciones del
aceite esencial se ajustaron linealmente con los valores de % inhibicion y los coeficientes de
determinacion (R?) fueron mayores a 0,9. Estos valores demuestran que la concentracion de
aceite esencial y el porcentaje de inhibicion presentan una correlacion lineal significativa.

Rev Soc Quim Peru. 85(2) 2019



276 Sharon Ingaroca, Américo Castro, Norma Ramos

Gréfica de dispersion de % de actividad antioxidante vs concentracion
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Figura 2. Curva de captacion del radical DPPH del aceite esencial de
Piper aduncum L.

Gréfica de dispersion de % de actividad antioxidante vs concentracion
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Figura 3. Curva de captacion del radical ABTS del aceite esencial de
Piper aduncum L.
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Efecto fungistatico del aceite esencial

El resultado muestra que la susceptibilidad de C. albicans frente al aceite esencial de Piper
aduncum L. fue baja en comparacion con el ketoconazol (tabla 4). La diferencia puede
deberse a los diferentes mecanismos relacionados con sus estructuras. Esta facultad en aceite
esencial de Piper aduncum L. se atribuiria a los componentes minoritarios, como germacreno
D, biciclogermacreno, B-cariofileno, f-ocimeno y alcanfor'®!”. Su efecto fungistatico puede
explicarse por las propiedades lipofilicas de estos metabolitos, que les permite interrumpir la
membrana celular de ergosterol o destruir la mitocondria fingica'”.

Tabla 3. Efecto fungistatico del aceite esencial de Piper aduncum L.,
expresado como concentracion minima inhibitoria (MIC).

Actividad inhibitoria frente a
cepa fiingica
Muestra Candida albicans

MIC (mg/mL)

Piper aduncum L. 1,24

Ketoconazol? 0,08°

2 Estandar de referencia
® Unidad en pg/mL

Por otro lado, no hay suficientes estudios sobre las actividades antioxidante y fungistatica
de 1,2, 4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno y metileugenol. Las investigaciones de
estos compuestos estan principalmente dirigidos a evaluar su actividad antiparasitaria,
antiprotozoaria y antitumoral®.

CONCLUSIONES

Un total de 35 componentes fueron identificados en el aceite esencial de Piper aduncum L.
“matico”, de los cuales ocho representan el 76,53 % del contenido total. Los principales
componentes fueron: 1,2,4-trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno, metileugenol, germacreno
D, biciclogermacreno, 4,7,7-trimetilbiciclo [2.2.1] heptan-3-ona, B-cariofileno, 6- cadineno
y B-ocimeno. El aceite esencial de Piper aduncum L. “matico” mostrd limitada actividad
antioxidante como captador de radicales DPPH y ABTS comparado con el antioxidante de
referencia. En cuanto al efecto fungistatico el aceite esencial de Piper aduncum L. “matico”
también fue limitado frente a Candida albicans ATCC 10231. Sin embargo, el alto contenido
de fenilpropanoides lo hace un candidato prometedor para futuras investigaciones.
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INFORMACIONES

Con motivo de conmemorarse este afio el 86° Aniversario de fundacion de la Sociedad
Quimica del Perd, hemos organizado el SIMPOSIO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS a
realizarse los dias 11, 12 y 13 de octubre del presente, en el horario de 9.00 am a 6.00 pm, en
el Auditorio de Quimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Temario:

Agroquimicos

*  Enmiendas humicas de Leonardita para el restablecimiento de suelos agricolas

e Aporte de enmiendas organicas para el equilibrio de fertilizacion en suelos agricolas.

*  Micro elementos quelatados en la cadena nutricional y su provision en fertilizacion en
riegos tecnificados.

Analisis y Procesamiento de Alimentos

*  Cromatografia gaseosa y liquida

«  Extraccion por fluidos super criticos

*  Secado por atomizacion

* Liofilizacion

Procesos de conservacion de alimentos

*  Tratamiento térmico de alimentos

*  Atmosferas protectoras

»  Péptidos bioactivos

Nuevos procesos tecnolégicos

«  Elaboracion de pan con Huella Hidrica Reducida

*  Uso de polimeros para la elaboracion de peliculas y su aplicacion en la conservacion de
alimentos.

»  Caracterizacion reoldgica de almidon de dos variedades de papas andinas.

Inversion:

- Profesionales 300 soles

- Estudiantes 200 soles

*  Sirealiza su inscripcion hasta el 15 de agosto inclusive, obtendra un descuento del 10%.

Mayor informacion en el correo sqperu@gmail.com.
Obituario

Cumplimos con comunicar el fallecimiento de nuestra socia, Mg. Pilar Caso Caballero,
Nuestras mas sentidas condolencias para sus familiares.
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