ISSN 1810-634X

REVISTA
de la
SOCIEDAD QUIMICA
DEL PERU

REVISTA TRIMESTRAL

VOLUMEN 86 N° 3
JULIO - SETIEMBRE - 2020

INSTITUCION GIENTIFIGA FUNDADA EN 19338

LIMA, PERU







REVISTA
de la

SOCIEDAD QUIMICA DEL PERU
(Rev Soc Quim Peru)
ISSN 1810 — 634X
Revista Trimestral

Comité Editor
Editor en Jefe : Ana Cecilia Valderrama Negron

Miembros

: Julio Santiago Contreras

Lisveth Flores Del Pino
Julio Reynaldo Ruiz Quiroz

Comité Consultivo

Alarcén Cavero, Hugo
Univ. Nac. de Ingenieria, Peru

Areche Medina, Carlos
Universidad de Chile

Cedron, Juan Carlos
Universidad De la Laguna — Espaiia

Flores del Pino, Lisveth
Universidad Nacional Agraria La Molina

Gamboa Fuentes, Nadia
Universidad Nacional Agraria La Molina

Gomez Valdez, Badhin
Universidad Catdélica de Santa Maria

Kong, Maynard
Pontificia Universidad Catdélica del Peru

Ruiz Quiroz, Julio

Universidad Nacional Mayor de San Marcos

La Rosa Toro Gémez, Adolfo
Universidad Nacional de Ingenieria

Morales Bueno, Patricia
Pontificia Universidad Catélica del Perua

Ruiz Quiroz, Julio
Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Santiago Contreras, Julio
Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Sun Kou, Rosario
Pontificia Universidad Catélica del Pera

Valderrama Negron, Ana
Universidad Nacional de Ingenieria

Vega Chacon, Juan
Universidad Nacional de Ingenieria

Revista indizada en el Chemical Abstracts, SciELO y Latindex
Sede: Av. Nicolas de Aranibar 696 Santa Beatriz — Lima 01
Casilla Postal 14-0576 — Lima 14 Pera

Teléfono (511) 960 189 928
e-mail:sqperu@gmail.com
Portal web: www.sqperu.org.pe
Ley 26905 — Hecho el deposito legal a la Biblioteca Nacional del Peru
Certificado N° 95-1567

Vol 86 JULIO - SETIEMBRE 2020 N°3

En el Pert: N° suelto S/.15

Suscripcion anual: S/. 60.00

En el extranjero: Suscripcion anual: $50.00






SOCIEDAD QUIMICA DEL PERU
CONSEJO DIRECTIVO
(marzo 2020 — marzo 2022)

Presidente : Mg. Helmer Heli Lezama Vigo
Vice-Presidente : Mg. Neptali Ale Borja

Tesorero : Dr. Juan Manuel Parrefio Tipian
Secretaria : Lic. Nora Emperatriz Alvino De la Sota
Director Administrativo : Ing. Patricio Eudes Mufioz Huillcas
Vocales ¢ Quim. Rodolfo Pumachagua Huertas

Mg. Norma Amparo Cuizano Vargas
Dr. Fernando Carlos Carrasco Solis
Mg. Nora Gabriela Herrera Hernandez
Mg. Mario Antonio Bolarte Arteaga
Mg. Max Jorge Carlos Salazar

Comision de Economia y Finanzas
Presidenta: Ing. Quim. Flor de Maria Sosa Masgo

Comision de Publicaciones
Presidenta: Dra. Ana Cecilia Valderrama Negron

Comision de Actuaciones Cientificas
Presidenta: MSc. Luz Castaneda Pérez






CONTENIDO
(Vol. 86 —N° 3 —2020)

Editorial ... o 205
Trabajos Originales

- Actividad antioxidante y antimicrobiana del hidrolizado de gelatina de pieles de Sarda 207
chiliensis chiliensis “bonito” por Tejada Periche Eder Eduardo, Fernandez Jeri Yadira, Salazar
Salvatierra Maria Elena.

- Analisis bioquimico de dos fracciones con accion anticoagulante de las hojas de Oenothera 219
rosea “chupasangre” por Mirtha Yarlequé, Miguel Zaldivar, Pablo Bonilla, Armando Yarlequé.

- Biosorcion del colorante azul de metileno usando los cladodios de la tuna (Opuntia ficus
indica) por Carmencita Lavado Meza, Rosario Sun Kou, Tracy Castro Arroyo. 231

- Caracterizacion fisico quimica de los componentes volatiles del Tecoma fulva subsp.
arequipensis (cahuato) por Jorge Chavez Fernandez, Virginia Lizarraga Lazo, Eleana Vargas 246
de Nieto.

- Distribucion de arsénico en agua superficial y sedimento en la cuenca del rio Carrizal, Manabi-
Ecuador por Ana Maria Aveiga Ortiz, Patricio Javier Noles Aguilar, Fabian Pefiarrieta Macias, 260
Erika Murgueitio Herrera.

- Extraccion y caracterizacion del alginato de sodio de la macroalga Macrocystis pyrifera por
Yerald Ore B., E. Renzo Pichilingue L., Ana C. Valderrama Negron. 276

- Gestion ambiental en la ensefianza de la quimica analitica por Elizabeth Norma Espinosa
Descalzo 288

- Reuso en procesos de blanqueo textil de los efluentes provenientes de tinturas con colorantes
reactivos negros de colorados mediante el método de Fenton por Carmen L. Uribe Valenzuela, 300
Melissa J. Caballero Bustos, Percy O. Cardenas Torres, Emilia G. Hermoza Guerra.

- Sintesis, caracterizacion y evaluacion de la actividad bioldgica de compuestos de coordinacion
de cobalto con pirazinamida por Natalia Karolina Chavez Llallire, Rocio Isabel Ramirez Panti, 315

Patricia Sheen Cortovarria, Mirko Juan Zimic Peralta, Ana Cecilia Valderrama Negron.

- Variacion estacional de la composicion quimica del aceite esencial de las hojas de Ophryosporus
peruvianus por Edith Maria Fernanda Mattos Vila, Ingrit Elida Collantes Diaz. 329

Revista Arbitrada
Derechos reservados: Prohibido el uso total o parcial del material de esta revista sin indicar la fuente de
origen.
Nota: Las referencias comerciales que aparecen en los trabajos no constituyen una recomendacion de la
Sociedad Quimica del Peru.



INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

La Revista de la Sociedad Quimica del Pert publica trabajos originales ¢ inéditos de caracter cientifico,
tecnoldgico y técnico en el campo de las ciencias quimicas. La Revista acepta preferentemente los trabajos
que expresen resultados valiosos, producto de las investigaciones cientificas basicas o aplicadas, asi como,
los de divulgacion que, por su importancia y la claridad de su exposicion, constituyan un material valioso
para la comunidad cientifica y tecnologica.

La Revista, en formato impreso o electronico, esta dividida en las siguientes secciones: articulos de
investigacion, comunicaciones cortas, cartas al editor, articulos de revision, ensefianza de la quimica y
divulgacion.

Los trabajos son recibidos por el Comité Editorial, quien revisara cumplan con las “Instrucciones para los
autores”, la ortografia y redaccion (incluida la puntuacién). A continuacion pasa a la Comision de
Publicaciones y Arbitros para que se pronuncien sobre el contenido cientifico. Si existen observaciones se
comunicara al autor corresponsal para que se proceda a levantar dichas observaciones.

Los articulos de investigacion son el resultado de un trabajo experimental o tedrico, producto de una
investigacion cientifica o tecnologica, que aporta un nuevo conocimiento. Se recomienda una extension
entre 10 a 15 paginas a espacio y medio.

Las comunicaciones cortas son trabajos cuya extension no debe ser mayor a 4 paginas a espacio simple,
escritas bajo las mismas caracteristicas que un articulo de investigacion. Estan referidos a trabajos cortos
concluidos, pero en los que hay urgencia en su publicacion.

Las cartas al editor son comunicaciones que brindan la oportunidad para discutir, criticar o ampliar
algunos puntos sobre los trabajos publicados en la Revista. Su extension no debe exceder una hoja a espacio
simple.

Los trabajos de revision se basan en recopilaciones bibliograficas de temas en los que el autor tiene amplia
experiencia. La Comision de Publicaciones encomendara estos trabajos a especialistas en la materia.

Los articulos de ensefianza de la quimica son aquellos que proporcionan, en especial a los profesores y
alumnos, una nueva vision, interpretacion o aclaran los conceptos, teorias o experimentos quimicos. Los
requisitos que deben tener son: originalidad, importancia pedagdgica, relevanciay claridad.

Las notas informativas corresponden a temas que no estan relacionados a una investigacion, pero son
articulos que merecen ser divulgados, por ser de gran interés para la comunidad quimica.

Los autores de los trabajos publicados son los tnicos responsables de la autenticidad y opiniones expresadas
en los mismos. Todos los autores de un articulo deberan firmar una carta de presentacion del trabajo como
garantia de haber participado activamente en la investigacion y redaccion del articulo. Todas las
comunicaciones entre la Comision de Publicaciones y el autor corresponsal se realizardn via correo
electronico. El autor corresponsal debera responder los correos electronicos en el plazo que se sefiale.

Los autores enviaran sus articulos impresos y en formato electronico (disco compacto o al correo
electronico sgperu@gmail.com a la Comision de Publicaciones, junto con una carta dirigida al editor y
abonaran 30 soles por concepto de gastos administrativos, como adelanto del pago de la publicacion, no
reembolsables.

Lapublicacion de cada trabajo esta sujeta al pago de las siguientes sumas:

Cuando todos los autores son socios: S/. 120,00

Cuando todos los autores no son socios: S/. 200,00

Si entre los autores hay socios y no socios: S/. 150,00

Silos autores residen en el extranjero US $ 110,00

Cuando el nimero de autores es superior a 3 se afladird, ademas, S/. 30,00 por cada autor en exceso.

Siel trabajo es enviado del extranjero, sera US $ 15,00 mas por cada autor en exceso.

Por exceso de correcciones de estilo se cobrara después de la segunda, un minimo de S/. 30,00.

Si alguna parte del trabajo, y a pedido de los autores, necesitara ser impreso a color, asumiran el 100 % del
exceso del costo sefialado por la imprenta.



The publication of each work is subject to payment of the following ones:

When all the authors are partners of the Peruvian Chemical Society: S/. 120,00

When all the authors are not partners: S/. 200,00

Ifamong the authors there are partners and non partners: S/. 150,00

If the authors reside abroad US $ 110,00

When the number of authors is superior at 3 it will be paid, also, US $ 15,00 for each author in excess.

Formato para los articulos

Baje la plantilla de articulo. Los autores pueden solicitar la plantilla de articulo al correo electronico
sqperu@gmail.com

1. El texto completo, debe ser escrito en formato Microsoft Word, tamafio de pagina A4. Margenes;
izquierdo 3 cm, derecho 3 cm, superior 3 cm, inferior 3cm. Espacio 1'%, fuente Times New Roman, estilo
de fuente regular (salvo indicacion contraria), color de fuente negro (texto y graficos) y tamafio de
fuente 12. Se imprimira de manera vertical. Todo el texto, excepto el titulo, debe estar alineado a la
derechay alaizquierda (usarla opcion “justificar”). Los decimales deben llevar coma.

2. Losidiomas de publicacion son espafol e inglés.

3. Eltitulo del trabajo, que debe ser brevey claro, en espafiol y en inglés (este ultimo antes del abstract) se
escribe con tamafo de fuente 16, centrado y en negritas. Los nombres completos de los autores
apareceran a continuacion con tamafio de fuente 12, el autor corresponsal se identificard con un
asterisco. Las instituciones de la cual proceden los autores se escriben con tamafio de fuente 10 e iran a
pie de pagina, donde también so6lo el autor corresponsal colocara su correo electronico después de la
direccion postal completa de su institucion.

4. Se presentaran dos resumenes, uno en espaiol y otro en inglés (Abstract), con una extension
aproximada entre 50 y 200 palabras. Las palabras Resumen y Abstract se escriben con tamafo de
fuente 14, centrado y en negrita. Ademas, después del Resumen se debera incluir entre 3 y 6 palabras
clave, en espafiol. Tanto Palabras clave como Key words se escriben a la izquierda del texto, con tamaiio
de fuente 12y ennegrita.).

5. Debera respetarse las normas internacionales referentes a la nomenclatura, simbolos y sistemas de
medida. Los nombres cientificos de género y especie van en cursiva (italica).

6. Elcasodearticulos originales y comunicaciones cortas, el texto debe contener las siguientes secciones:
Introduccion, Parte Experimental, Resultados y Discusion, Conclusiones, Agradecimientos,
Referencias. Estas se escriben con tamafio de fuente 14, en negritas y centradas. Las cartas al editor,
articulos de revision, ensefianza de la quimica y notas informativas, tendran las secciones que el autor
creamas conveniente.

7. Las tablas, figuras y esquemas, que no deben ser mayores que una pagina A4, tienen numeracion
arabiga seguido de punto. A continuacion se coloca la leyenda que explique su significado. La
numeracion y leyenda en una tabla, cuyo formato debe ser basico 1, se colocan en la parte superior a
diferencia de las figuras y los esquemas que se ubican en la parte inferior. Las figuras deben ser
originales y de alta resolucion.

8. Lastablas, fotos, figuras y esquemas deben estar incluidos en el documento de Microsoft Word.

9. Lasreferencias, se citan en el texto correlativamente como superindice. El nimero de estas referencias
no debe ser excesivo. Deberian fluctuar entre 7'y 15. La seccion Referencias se escribe con tamafio de
fuente 14, centrado y en negrita. Las abreviaturas de la revistas se escribiran seglin el Chemical
Abstracts Service Source Index (http://www.cas.org/sent.html) y List of Journals Indexed in Index
Medicus,. (http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lsiou.html) Las referencias citadas se escribiran con el
tamano de fuente 10y se seguira el estilo de Vancouver.






205

Editorial
Vision y Perspectivas de la Quimica Teérica o Computacional

Dos hitos han marcado en los ultimos 25 afios el desarrollo de la quimica teérica o
computacional, y es la obtencion del tan ansiado premio Nobel, en el afio 1998 por parte de
Walter Kohn y John A. Pople, y mas recientemente en el afio 2013 por parte de Martin Karplus,
Michael Levitt y Arich Warshel. Esto aunado al vertiginoso desarrollo de la tecnologia en
el area de la computacion, haciendo posible el uso de cada vez mas potentes maquinas de
supercomputo, o computo de alto desempeiio, HPC por sus siglas en inglés.

Cuando se habla de la quimica tedrica o computacional, suele considerarse en un espectro
desde las aproximaciones clasicas como la mecanica molecular, pasando por métodos
hibridos como Mecanica Cuantica/Mecanica Molecular (QMMM), la mecanica cuantica,
métodos relativistas y multi configuracionales para la astroquimica, entre otras. Todas estas
areas de desarrollo han sido impulsadas por lo expresado anteriormente (incremento de
nuevas teorias y aproximaciones, asi como el incremento en el poder de calculo) que atn
se vienen implementando en diversos campos, y que a su vez nos permiten la aplicacion de
métodos tedricos y computacionales a sistemas cada vez mas grandes, cuando consideramos
el niimero de particulas o atomos involucrados o en el numero de funciones base y métodos
utilizados.

En el contexto de la actual pandemia del SARS-CoV2, hemos podido asistir a la publicacion de
diversos estudios tedricos en revistas que eran eminentemente experimentales, o en revistas de
muy alto impacto como Nature, Lancet, o Science, entre otras. Esto nos pone frente al reto de
la reproducibilidad de las observaciones experimentales mediante el uso de aproximaciones
teoricas, y retroalimentarse mutuamente para explicar la fenomenologia observada por los
investigadores en todo el mundo. Una tendencia que se viene incrementando, en el proceso
de revision de articulos, cuando se propone nuevos mecanismos de interaccion, los revisores
solicitan un respaldo de simulaciones, o en su defecto una explicacion mediante teorias de
reactividad quimica (que podian ser la Teoria de Reactividad de Parr-Pearson o la Teoria de
Atomos en Moléculas).

En el contexto nacional, recordemos que el campo de la quimica tedrica o computacional,
es realmente naciente, debido a la necesidad de especialistas formados adecuadamente para
que puedan generar nuevos centros de investigacion con este tipo de lineas de investigacion,
porque podemos caer en el mero utilitarismo de ser usuarios de softwares, sin un adecuado
uso y conocimiento de la teoria y sus aproximaciones, como ocurri6 a inicios de este milenio
a nivel internacional, por lo cual existi6 una fuerte discusion en los circulos cientificos para
diferenciar a los tedricos de los usuarios computacionales, decantandose por el uso indistinto,
ya que los usuarios deberian ser adiestrados en conocimiento a fondo de la teoria, y es en este
sentido que nuestra pequeiia comunidad nacional de investigadores en el area de la quimica
tedrica o computacional debiera ahondar en el conocimiento profundo de las diversas teorias
y sus aproximaciones matematicas que son la fuente y base para las implementaciones
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computacionales y generar resultados cada vez mas cercanos a los datos experimentales,
y que mediante herramientas como la termodinamica estadistica podemos generalizarla
adecuadamente al mundo macroscépico.

Por tultimo, debemos estar conscientes de que al ser un area en la que la tecnologia que se
requiere no es muy costosa, en comparacion con otras areas de la quimica, podria ser un nicho
adecuado para poder empezar a formar grupos de investigacion que empiecen a aportar con
nuevas publicaciones de circulacion nacional e internacional y que puedan poner a nuestras
universidades a la altura del concierto de los ranquines internacionales.

Dr. Badhin Gémez Valdez
Centro de Investigacion en Ingenieria Molecular
Universidad Catolica de Santa Maria
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANA DEL
HIDROLIZADO DE GELATINA DE PIELES DE
Sarda chiliensis chiliensis “bonito”

Tejada Periche Eder Eduardo, Fernandez Jeri Yadira®, Salazar Salvatierra Maria Elena

RESUMEN

Los residuos de la actividad pesquera contienen altas cantidades de colageno y gelatina, que
sometidos a procesos de hidrélisis enzimaticas podrian manifestar alguna actividad biologica.
El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana
del hidrolizado de gelatina obtenido del colageno de las pieles de Sarda chiliensis chiliensis
“bonito”. Para ello, la gelatina obtenida de las pieles de bonito se hidroliz6 con la enzima
alcalasa a diferentes condiciones de pH, temperatura, tiempo y relacion enzima/sustrato. La
actividad antioxidante in vitro de quince hidrolizados se evalué mediante radical 2,2-difenil-
1-picrilhidracilo (DPPH) y radical cationico 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico
(ABTYS). La actividad antimicrobiana se evalué mediante difusion en disco y microdilucion
en placa para la concentracion minima inhibitoria (CMI). Los hidrolizados de gelatina de
bonito presentaron grado de hidrolisis superiores a 10 %, con un maximo de 33,67 % y
evidenciaron la IC50 para DPPH entre 0,459 y 1,830 mg/mL y para ABTS entre 0,075 y
0,200 mg/mL. El valor mas bajo y el mas alto de TEAC fue 61,76 y 165,38 umol de trolox/g
para los hidrolizados H7011 y H7012, respectivamente. Ocho hidrolizados (1000 pg/mL)
presentaron efecto inhibitorio frente a Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis con CMI
igual o mayor a 500 pg/mL. Se puede concluir que los hidrolizados obtenidos mostraron
actividad antioxidante y antimicrobiana para el modelo experimental aplicado.

Palabras clave: grado de hidroélisis, actividad antimicrobiana, actividad antioxidante, Sarda
chiliensis chiliensis.

Instituto de Investigacion en Quimica Biologica, Microbiologia y Biotecnologia “Marco Antonio Garrido Malo™-
Facultad de Farmacia y Bioquimica- Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Jr. Puno N°1002. Jardin
Botéanico. Apartado Postal 4559. Lima 1-Peru. yfernandezj@unmsm.edu.pe
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ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF THE
HYDROLYZATE OF GELATIN SKIN FROM
Sarda chiliensis chiliensis “bonito”

ABSTRACT

Fishing activity residues contain high amounts of collagen and gelatin, which with enzymatic
hydrolysis processes could manifest some biological activity. The present work aimed to
determine the antioxidant and antimicrobial activities of gelatin hydrolysate obtained from
Sarda chiliensis chiliensis “bonito” skin collagen. For this, collagen protein fractions were
hydrolyzed with alcalase enzime at different conditions of pH, temperature, time and enzyme/
substrate ratio. The in vitro antioxidant activity was evaluated for the fifteen hydrolysates
obtained, by 2,2-diphenyl-1-picrylhydracil radical (DPPH) and cationic radical 2,2-azino-
bis-3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonic (ABTS). The antimicrobial activity was evaluated by
disk diffusion and broth microdilution for the minimum inhibitory concentration (MIC).
Bonito gelatin hydrolyzates indicated hydrolysis degree above 10 % with a maximum of
33.67 % and showed the IC50 for DPPH between 0.459 and 1.830 mg/mL and for ABTS
between 0.749 and 0.200 mg/mL. The lowest and highest TEAC value were 61.76 and
165.38 umol of trolox/g for hydrolysates H7011 and H7012 respectively. Eight hydrolysates
(1.0 mg/mL) presented inhibition halos against Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis,
and equal or greater MIC than 500 pg/mL. It can be concluded that the obtained hydrolysates
showed antioxidant and antimicrobial activities for the experimental model applied.

Key words: Degree of hydrolysis, antimicrobial activity, antioxidant, Sarda chiliensis
chiliensis.

INTRODUCCION

El bonito (S. chiliensis chiliensis) es una especie pelagica que se distribuye desde Puerto
Pizarro hasta Tacna, considerado como uno de los principales recursos ictiologicos del Peru,
y que en el 2019 tuvo como limite de captura anual 64 mil toneladas'. La venta directa
del bonito en los mercados de abasto genera subproductos como espinas, escamas, picles
entre otros que son desechados, produciendo de esta manera contaminacion ambiental y
desaprovechamiento de una importarte fuente de proteinas que pueden ser empleadas en la
produccion de hidrolizados, con un valor agregado para la industria alimentaria, farmacéutica
y cosmética’.

Lahidrolisis enzimatica de los subproductos del pescado, es considerado un proceso ventajoso,
controladoy selectivo, que genera péptidos de diferentes tamafios con propiedades funcionales
o biologicas para el ser humano como antimicrobiano, antioxidante, antihipertensivo, entre
otros®. Se han demostrado las actividades antioxidantes y antimicrobianas de péptidos
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obtenidos a partir de hidrolizados enzimaticos, empleando como materia prima la gelatina y
colageno de los residuos de diferentes especies marinas**>.

Las propiedades funcionales de los hidrolizados dependen de la fuente de donde se obtenga,
del grado de hidrdlisis (GH), composicion de los péptidos, enzima empleada y condiciones
de reaccion?, por lo que considerando estas propiedades y con la finalidad de proponer una
aplicacion alternativa al empleo de las pieles de bonito como sub productos de la actividad
pesquera, se realizé la hidrolisis de la gelatina obtenida de dichas pieles empleando la enzima
alcalasa y diferentes condiciones de temperatura, pH, tiempo y relacion E/S, con el objetivo
de obtener hidrolizados con actividad antioxidante y antimicrobiana asi como demostrar el
efecto del grado de hidrolisis (GH) sobre dichas actividades.

PARTE EXPERIMENTAL

Obtencion de las muestras: Se recolectaron como residuos de la actividad pesquera las
pieles de Sarda chiliensis chiliensis “bonito”, en el Terminal Pesquero de Ventanilla — Lima,
durante el mes de diciembre del 2016. Se transportd en cooler y se almaceno a -20°C hasta
su tratamiento.

Obtencion de gelatina por hidrélisis parcial del coliageno: Se obtuvo colageno por
hidrolisis basica. Las pieles de pescado fueron tratadas con NaOH 0,5N, en la relacion 1:10
(peso de piel: volumen) a 30 °C con agitacion moderada por 10 horas. Para la obtencion de
gelatina, al colageno se le agreg6 acido acético (pH 5) y se llevo a bafio termostatizado de
70°C por 6 h, se filtré y congel6 a -20°C por 24 h, para luego descongelarse a temperatura
ambiente y llevar a secado en circulacion forzada de aire a 50°C por 12 h®.

Cuantificacién de proteina total. La gelatina se cuantifico segin el método de Bradford.
Se realizd una curva de calibracion con alblimina sérica bovina (BSA) en el rango de
concentraciones 250 - 750 pg/mL. Las lecturas fueron hechas a 595 nm.

Factores que influyen en el proceso de hidrolisis. Se realizaron 15 experimentos siguiendo
el disefio factorial tipo Plackett-Burman con punto central por triplicado, para ello se empleo la
enzima alcalasa de Bacillus liqueniformis (Sigma Aldrich) y como sustrato gelatina obtenida
en el paso anterior (70,32 % de proteina). Las condiciones de reaccion ensayadas fueron: pH
(7, 8 y 9), temperatura (50, 60 y 70 °C), tiempo (2, 3 y 4 h) y relacion [enzima]:[sustrato]
([17:[20], [1]:[35] y [1]:[50]). Las condiciones de pH a ensayar se lograron empleando buffer
fosfato pH7.0 y 8.00; y Buffer Tris-HCI pH 9.0 todos a concentracion 10 mM. Se inactivo
la enzima al final de cada reaccion a temperatura de 90 °C por 10 minutos y se centrifugd a
3800 rpm durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se almacen6 a -20 °C hasta su analisis.

Determinacion del Grado de Hidrolisis (GH). Se realizo por cuantificacion de proteina

soluble por el método de Biuret, siguiendo el procedimiento descrito por Wangtueai et al’, se
evaluo6 la proporcion de proteina soluble en acido tricloroacético (ATC) 20 % con respecto a

Rev Soc Quim Peru. 86(3) 2020



210 Tejada Periche Eder Eduardo, Fernandez Jeri Yadira, Salazar Salvatierra Maria Elena

la cantidad total de proteina en las muestras. La curva de calibracion se realizo con BSA'y se
calculo el GH con la siguiente formula:

CH Proteina soluble en solucién de ATC (mg)

= 1009
Proteina total en la muestra no hidrolizada (mg) X %

Actividad antioxidante mediante el método del radical (DPPH). Se empled el método
modificado por Brand-Williams W. et al®. Para lo cual 980 pL del reactivo 2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo (DPPH® Sigma Aldrich) se mezclé con 20 pL de hidrolizado a diferentes
concentraciones (25 a 2750 pg//mL) y se dejo reaccionar por 30 min a temperatura ambiente
en oscuridad, la densidad oOptica se leyd en un espectrofotometro Agilent Cary 8454 a 517
nm. Se emplearon como estandares vitamina C y Trolox a concentraciones entre 0,8 — 2,8 pg/
mLy 1,2 - 6,0 ug/mL, respectivamente.

Actividad antioxidante mediante el método del radical catiénico (ABTS). Se emple¢ la
metodologia propuesta por Re R. ef a/’. Para lo cual 50 pL del hidrolizado diluido se mezcld
con 950 pL del reactivo ABTS y se incubaron a 30°C por 30 min. Las lecturas se midieron en
espectrofotometro a 734 nm. Los hidrolizados se diluyeron a concentraciones de 15 a 300 pg/
mL y se empled como estandar el reactivo Trolox a las concentraciones de 2,5 - 25 umol/L.
los resultados se expresaron como micromoles de equivalentes Trolox por gramo de proteina
(umolET/g).

Actividad antimicrobiana. Se utiliz6 el método difusion en pozo en agar descrito por Rojas
et al'. Para ello se prepararon suspensiones de turbidez 0,5 de la escala de McFarland de
cultivos de 24 h de las cepas clinicas Stahylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Candida albicans, y se inocularon en Agar Muller Hinton
para bacterias y Agar Dextrosa Saboraud para la levadura, a razon de 1 mL por cada 100 mL
de medio. Se homogenizé y distribuyd 25 mL en cada placa petri estéril (90 mm) y se dejo
solidificar. Luego se realizaron pozos de didmetro externo 9 mm y en cada pozo se incorpor6
100 pL de hidrolizado (1,0 y 0,5 mg/mL). Se dejo difundir por 1 hy se llevé a 37 °C por 24
h. Se midieron los halos de inhibicion (mm.) indicativo de las propiedades antimicrobianas
de las muestras analizadas.

Método de microdilucion colorimétrica. Se trabajo segun las metodologias del CLSI y
Sarker et al'"-'?, para ello en una microplaca de 96 pocillos se agregaron cantidades iguales de
concentraciones geométricamente ascendentes de la muestra, suspension del microorganismo
1- 1,5x10% ufc/mL (0,5 escala de McFarland) en caldo Muller Hinton y resazurina (20
mg/mL) como indicador de crecimiento bacteriano. Se incubd a 37 °C por 16-20 h y el
crecimiento microbiano se evidencié por cambio de coloracion de azul purpura a rosado
rojizo en comparacion con el control. La menor concentracion de hidrolizado a la que no
se observo viraje de color de purpura a rosado se consideré como la concentracion minima
inhibitoria (CMI).
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Analisis estadistico. La significancia de los factores que influyeron en el proceso hidrolitico
se realizo mediante el disefio factorial tipo Plackett-Burman con punto central por triplicado
y nivel de significancia de p<0,05, empleando el software estadistico Minitab ® v. 17.1.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de los factores que influyen en el proceso de hidrolisis

La hidrolisis enzimatica a las diferentes condiciones de pH, temperatura, tiempo y relacion
[enzima/sustrato] expresada como porcentaje de grado de hidrdlisis (GH) se muestra en la
tabla 1. El menor GH (11,24 %), se observa para el tratamiento H505 bajo las condiciones de
50°C, pH 9, tiempo de 2 h y relacion enzima/sustrato [1/20] y el maximo GH se reportd en
el punto central en las 3 repeticiones para los experimentos H601, H602 y H603 con 33,21
%; 32,67 % y 33,04 %, respectivamente, a las condiciones de 60°C, pH 8, tiempo de 3 horas
y relacion enzima/sustrato [1/35]. Estudios similares se han realizado empleando la enzima
alcalasa, al respecto Blanco et al?, reportaron GH menores al 20 % para los hidrolizados del
colageno extraido de la piel de las especies de tiburon moteado, tiburon azul, pez espada y
atin aleta amarilla a condiciones 50°C, pH 8, [enzima]: [sustrato] equivalente a [1]:[20] y
tiempo de 3 h. Asimismo, Jridi ef al'* sometieron a hidrélisis enzimatica la gelatina de piel
de sepia (Sepia officinalis), alcanzando un GH de 20,3 % empleando la enzima alcalasa a pH
8 y por un tiempo de 3 h.

Todos los hidrolizados de gelatina ensayados presentaron GH superiores a 10 %, por lo que
son considerados en el grupo de alto grado de hidrolisis, y podrian mejorar las caracteristicas
de solubilidad y digestibilidad del mismo, si bien es cierto en la presente investigacion no
se realizaron pruebas funcionales a los hidrolizados, se conoce que hidrolizados de sub
productos de pescado y pescado entero con GH mayores a 10 % incrementan la absorcion
de agua, solubilidad y capacidad espumante, ademas mejoran sus caracteristicas sensoriales,
importante para fines de la industria alimentaria'*".

El GH es considerado un indicador importante en un proceso hidrolitico, como resultado de

este, se obtienen cadenas peptidicas de diferente tamafio o aminoacidos libres que pueden
relacionarse con las propiedades funcionales.
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Tabla 1. Efecto de los factores pH, temperatura, tiempo y relacion [enzima/
sustrato] en el grado de hidroélisis por tratamiento.

ALCALASA GRAI?O DE
HIDROLISIS
CONDICIONES  Temperatura  pH Tiempo de Relacién
(°O) hidrolisis (h) [enzima:sustrato] (%)
MUESTRA [waw]

Ho601 60 8 3 [1/35] 33,21
H602 60 8 3 [1/35] 32,67
H603 60 8 3 [1/35] 33,04
H504 50 7 2 [1/50] 16,42
HS505 50 9 2 [1/20] 11,24
H506 50 9 4 [1/50] 15,31
H507 50 9 4 [1/20] 11,99
H508 50 7 2 [1/20] 13,24
H509 50 7 4 [1/50] 25,80
H7010 70 7 4 [1/50] 16,29
H7011 70 9 2 [1/50] 16,96
H7012 70 7 2 [1/20] 11,49
H7013 70 9 4 [1/20] 17,17
H7014 70 7 4 [1/20] 16,67
H7015 70 9 2 [1/50] 20,99

Los resultados de la presente investigacion bajo diferentes tratamientos demuestran que
el GH depende de los diferentes factores estudiados, siendo la relacion enzima/sustrato la
variable que influencia significativamente en la hidrélisis enzimatica de la gelatina de bonito
(p valor < 0,05), como se presenta en la figura 1.
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Figura 1. Diagrama de Pareto de los Factores Temperatura (valor-p: 0,635),
pH (valor-p: 0,595), Tiempo (valor-p: 0,285) y relacion Enzima / sustrato [E/S]
(valor-p: 0,027*) en la hidrdlisis enzimatica de la gelatina de Sarda chiliensis
chiliensis “bonito”.

Es importante notar que las variables tiempo y temperatura no influyen significativamente en
el proceso de hidrélisis propuesto por lo que se puede aprovechar esta informacion, a fin de
reducir a los minimos valores de estos factores en un proceso de optimizacion, para reducir
costos.

Relacion entre la actividad antioxidante y el GH

En la tabla 2 se presenta la actividad antioxidante expresada como porcentaje de inhibicion del
radical DPPH, ABTS, asi como también el IC50 y TEAC correspondiente a cada tratamiento.

Rev Soc Quim Peru. 86(3) 2020



214 Tejada Periche Eder Eduardo, Fernandez Jeri Yadira, Salazar Salvatierra Maria Elena

Tabla 2. Grado de hidrdlisis (% GH) y actividad antioxidante por los métodos
DPPHe y ABTS e+ para cada muestra.

Actividad Antioxidante
Gradode  (ppppa) (ABTSe+)
Muestra hidrolisis TEAC ol
(%) IC50 mg/mL  IC50 mg/mL Trolox/g hidrolizado
proteico)
Vitamina C _ 0,00168 _
Trolox B 0,00353 - _

H601 33,21 1,240 0,139 89,28
H602 32,67 1,237 0,136 91,21
H603 33,04 1,247 0,137 90,67
H504 16,22 0,539 0,097 128,32
H505 11,24 1,827 0,161 79,45
H506 15,31 1,611 0,160 77,48
H507 11,99 1,702 0,162 76,22
H508 13,24 0,533 0,086 143,79
H509 25,80 0,959 0,114 109,08
H7010 16,59 1,226 0,135 91,74
H7011 16,96 1,830 0,200 61,76
H7012 11,49 0,459 0,075 165,38
H7013 17,17 1,706 0,172 72,12
H7014 16,67 1,006 0,122 101,33
H7015 20,99 1,393 0.114 108,92

Los valores de IC50 por el método DPPH se encontraron entre 0,459 (H7012) y 1,830 mg/
mL (H7011) y por el método ABTS variaron entre 0,075(H7012) y 0,200 mg/mL (H7011),
siendo la mejor actividad antioxidante la que presenta valores de IC50 menores, en este caso
corresponde al hidrolizado H7012 seguido de H504 y H508, ademas los valores de TEAC
mas altos se reportan también para estos 3 hidrolizados. Los resultados se asemejan a los
reportados por otros autores. Wang et a/'® encontraron buenas actividades antioxidantes de
tres péptidos del hidrolizado del colageno obtenido de escamas de Pseudosciaena crocea
determinadas por el método DPPH (IC50 1,271; 0,675 y 0,283 mg/mL) y ABTS (IC50 0,421;
0,309 y 0,210 mg/mL), por otro lado Weng et a/'7 determinaron la actividad antioxidante
de diferentes hidrolizados de piel de tiburén obteniendo para una de sus fracciones IC50
(DPPH) de 0,57 mg/mL similar a Nakchum ez a/'® que obtuvieron 0,417 mg/mL, para una
fraccion de hidrolizado de colageno, aplicando el mismo método.

Se puede observar que las actividades antioxidantes del presente estudio no guardan
relacion directa con el GH, las mejores actividades antioxidantes para H7012, H504 y H508
se obtuvieron a GH de 11,49 %, 16,42 % y 13,24 %, observando que por encima de 16
% la actividad antioxidante fue menor, lo cual concuerda con diversos estudios que han
demostrado actividad antioxidante tanto de hidrolizados como de sus fracciones peptidicas
empleando la enzima alcalasa con GH menores al 20 %*>13-16:17.18,
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Los IC 50 obtenidos en el estudio, demuestran una buena actividad antioxidante, no se
realizo el fraccionamiento, porque uno de los potenciales usos es el empleo de hidrolizados
directamente en la industria de alimentos® y los hidrolizados H7012, H504 y H508,
podrian ser empleados para estos fines. Son pocos los estudios que comparan la actividad
del hidrolizado sin fraccionar, como es el estudio de Jridi et al'®, quienes compararon la
actividad antioxidante de cuatro hidrolizados de gelatina de la piel de sepia obtenidos con
tres enzimas crudas de diferentes microorganismos y una comercial (alcalasa), demostrando
una mayor actividad antioxidante para el hidrolizado con alcalasa sugiriendo que los péptidos
de los diferentes hidrolizados podrian ser diferentes en términos de longitud de cadena y
secuencia de aminoacidos. Por otro lado Blanco et a/?, al comparar la actividad antioxidante
con los métodos de DPPH y ABTS de cuatro hidrolizados de colageno obtenido de la piel
de cuatro especies diferentes, demostraron que dicha actividad no solo esta influenciada por
el GH, sino también por la presencia de aminoacidos como la cisteina que interacttia con los
radicales libres por sus grupos SH libres. La atribucion de la buena actividad antioxidante de
los hidrolizados de residuos de pescado y sus residuos podria estar asociada a la presencia de
aminoacidos aromaticos y la capacidad de los grupos fendlicos como donadores de protones.
Aunque, podria también relacionarse con la conformacion y abundancia de los péptidos, asi
como a la posicion de aminoacidos dentro de las secuencias peptidicas>*!?

Relacién entre la actividad antimicrobiana y el GH

La actividad antimicrobiana de los diferentes hidrolizados fue evidenciada por la presencia
de halos solo frente a S. aureus 'y B. subtilis, como se muestra en la tabla 3 y se complement6
la evaluacion con la determinacion de la CMI

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de los hidrolizados utilizando difusion
en agar y microdilucion.

Halos de inhibicion (mm) para oMI
la concentracion de 1 mg/mL
Muestra de cada muestra (ng/mL)
S. aureus B. subtilis S. aureus B. subtilis
H601 15,5 14,5 > 1000 1000
H602 15,0 14,0 > 1000 1000
H603 15,5 14,0 > 1000 1000
H504 13,5 13,5 500 500
HS505 - - - -
H506 - - - -
H507 - - - -
HS508 14,0 - 1000 1000
H509 13,0 13,5 1000 1000
H7010 14,0 - 1000 1000
H7011 - - - -
H7012 - - - -
H7013 - - - -
H7014 14,5 13,5 1000 >1000
H7015 - - - -
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Los hidrolizados H601, H602, H603, H504, H508, H509, H7010 y H7014 mostraron
actividad antimicrobiana baja frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis con halos entre 13 a 15,5 mm; sin embargo superan a lo obtenido por Gémez-
Guillén et al* quienes reportan para el hidrolizado de piel de atin, halos de inhibicion de
aproximadamente 7,5 mm (con discos de 5 mm) frente a Staphylococcus aureus; asi también
Vinoth L', demostré actividad antimicrobiana en hidrolizados de piel y musculo de quince
pescados, destacando el del pez globo Arothron stellatus que presentd halo de 9 mm para S.
aureus 'y 6 mm frente a Escherichia coli.

También a los hidrolizados se les determind la CMI mediante el método de microdilucion
colorimétrica, hallando que la mayoria presento CMI igual a 1000 pg/mL, que indicaria una
actividad baja, o sin actividad en casos de CMI mayores a 1000 pg/mL; sin embargo, el
hidrolizado H504 con GH de 16,22 % mostro CMI de 500 pg/mL frente a S. aureus'y B. subtilis.
Los valores entre 500 - 1000 pg/mL que indicarian baja actividad; estarian posiblemente
asociadas a las caracteristicas propias de los componentes (péptidos, aminoacidos, proteinas
no hidrolizadas, entre otros) de los hidrolizados, como la solubilidad, peso molecular,
polaridad, estructura y composicion; y que a la vez podrian interaccionar no sélo con el
microorganismo sino también con el medio de cultivo3. Sin embargo, considerando que estos
hidrolizados derivan s6lo de proteinas y no tienen otro tipo de componente; podriamos afirmar
que lo obtenido no es despreciable por lo que se recomienda continuar con la purificacion de
los péptidos a fin de obtener mejores actividades.

CONCLUSIONES

Segun los resultados las condiciones de reaccion enzimatica empleando la enzima
alcalasa influyen en el grado de hidrolisis, llegando a obtener hidrolizados de 33,65 % a
las condiciones de 60°C, pH 8, tiempo de 3 h y relacion enzima/sustrato [1/35], siendo
la relacion E/S la variable que influye significativamente en el proceso de hidrolisis.
Sin embargo, las mayores actividades antioxidantes y antimicrobianas se presentaron
a GH entre 13 y 17 %. Tres hidrolizados H504, H508 y H7012 presentaron buena
actividad antioxidante con valores de TEAC de 128,32; 143,79; 165,38 mol Trolox/g
hidrolizado proteico. Ocho hidrolizados presentaron actividad antimicrobiana baja frente
a Staphylococcus aureus (13 -15.5 mm) y Bacillus subtilis (13 - 14,5 mm), el hidrolizado
H504 mostré6 CMI de 500 pg/mL frente a S. aureus y B. subtilis. En base a los resultados
de la presente investigacion la gelatina obtenida de la piel de Sarda chiliensis chiliensis
puede ser empleada en un proceso controlado para obtener hidrolizados con propiedades
funcionales y actividad antioxidante y antimicrobiana que pueden ser aprovechados por la
industria de alimentos.
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ANALISIS BIOQUIMICO DE DOS FRACCIONES CON ACCION
ANTICOAGULANTE DE LAS HOJAS DE
Oenothera rosea “CHUPASANGRE”

Mirtha Yarlequé®, Miguel Zaldivar?, Pablo Bonilla®, Armando Yarlequé*

RESUMEN

Tradicionalmente las hojas de Oenothera rosea “chupasangre” son usadas para reducir los
hematomas, por lo que, esta investigacion estuvo dirigida a la evaluacion de los componentes
capaces de retardar la coagulacion sanguinea. Del extracto etanolico de O. rosea se separd
por cromatografia de capa fina en celulosa, usando etanol: agua (1:5), dos fracciones F-2 y
F-5, que luego fueron preincubadas por 10 minutos con trombina y el veneno de la serpiente
Lachesis muta, rico en Enzima Semejante a Trombina (EST) y luego se midié la actividad
coagulante sobre plasma humano citratado y fibrindgeno bovino (Fb), asi como el sustrato
cromogénico BApNA. Los resultados mostraron que F-2 alargé el tiempo de coagulacion
sobre Fb en 58,58 % y el F-5 en 67,78 %, mientras que usando veneno los retardos fueron
para F-2 10,67 % y F-5 36,27 %. Usando plasma, los valores fueron para F-2 34,14 % y F-5
70,59 %. Asimismo, empleando trombina la actividad amidolitica se redujo en F-2 48,48
% y F-5 67,32 %, mientras que con la EST de L. muta la inhibicion de F-2 50,20 % y F-5
69,10%. Mediante estos ensayos in vitro se concluye que F-2 y F-5 podrian ser flavonoides
anticoagulantes, con probable accion antitrombolitica.

Palabras clave: coagulacidon, flavonoides glicosilados, plasma, trombina, fibrindgeno,
veneno.
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BIOCHEMICAL ANALYSIS OF TWO FRACTIONS WITH
ANTICOAGULANT ACTION OF THE LEAVES OF
Oenothera rosea "CHUPASANGRE"

ABSTRACT

Traditionally the leaves of Oenothera rosea "chupasangre" are used to reduce the bruising in
humans. Therefore, this research was focused at evaluating of the fractions capable of retarding
blood clotting. From the ethanolic extract of O. rosea separated by thin layer chromatography
on cellulose using ethanol: water (1: 5), F-2 and F-5, wich were preincubated for 10 minutes
with thrombin and the venom of the Lachesis muta snake rich in EST (Thrombin-like enzyme)
and then coagulant activity was measured on citrated human plasma and bovine fibrinogen,
as well as the BApNA chromogenic substrate. The results showed that F-2 lengthened the
clotting time over Fb 58,58 % and F-5 67,78 %, while using poison the delays were for F-2
10,67 % and F-5 36,27 %. Using plasma, the values were for F-2 34,14 % and F-5 70,59
%. Likewise, by using thrombin the amidolytic activity was reduced by F-2 48,48 % and
F-5 67,32 % while with the EST of L. muta the inhibition of F-2 50,20 % and F-5 69, 10%.
These in vitro tests conclude that F-2 and F-5 will be anticoagulant flavonoids with probable
antithrombolytic action.

Key words: coagulation, glycosylated flavonoids, plasma, thrombin, fibrinogen, venom.

INTRODUCCION

Uno de los problemas de salud de mayor importancia para el ser humano esta relacionado con
la obstruccion parcial o total del sistema circulatorio por aparicion de trombos (trombosis).
Esto se debe a la formacion inusitada de codgulos de fibrina, a partir de fibrinogeno
circulante, al activarse la cascada de coagulacion. En este sentido, la exploracion de diferentes
componentes, especialmente de origen vegetal, es una labor continua'.

La especie Oenothera rosea Aiton, es una planta herbacea que se encuentra distribuida desde
el suroeste de Estados Unidos, México hasta Argentina, pasando por Pertl y Bolivia. Esta
planta crece desde los 600 a 3900 m.s.n.m. y es conocida popularmente como “chupasangre”,
“sanguinaria”, “hierba del golpe” y “yawar socco”, ya que se utiliza tradicionalmente para
resolver los hematomas o como cicatrizante, antiinflamatorio y para atender problemas
gastrointestinales® 3.

Algunos de los compuestos fenolicos presentes en las hojas de O. rosea han sido ensayados

en sus efectos antiinflamatorios, cicatrizantes, antioxidantes, antiagregantes plaquetarios
y mas recientemente en su accion anticoagulante; sin embargo, no han sido reportados
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los compuestos responsables de dichos efectos*>®. En el afio 2007, se ensayo la actividad
anticoagulante del extracto etanolico/acuoso de O. rosea, “chupasangre”, sobre el plasma
humano citratado y en los Gltimos afios se han realizado investigaciones sobre algunas de las
fracciones acuosas separadas, evaluando su capacidad anticoagulante®.

Enelafio 2015, aislaron flavonoides del extracto metandlico y acuoso de Lancularia racemosa
mostrando su efecto inhibidor sobre la trombina, ademas, se reportdé que la quercetina y
sus derivados glicosilados, tienen la capacidad de interactuar a nivel del centro activo de la
trombina por bloqueo a nivel del aminoacido serina’. Asimismo, los flavonoides quercetina y
silibina inhiben el factor X activado de la coagulacion (Xa), a nivel de la Ser 195, reduciendo
también la actividad amidolitica sobre el sustrato cromogénico BApNA'#,

Recientemente, han reportado ensayos con 42 flavonoides para evaluar el efecto sobre la
trombina, utilizando el sustrato cromogénico S-2238; sus resultados indican que algunos
flavonoides mostraron fuerte efecto inhibitorio, IC50, con valores desde 56,50 uM a 99,70
UM, estos son miricetina, scutellareina, isorhamnetina, miricitrina, baicalina, apigenina ¢
hidroxigenkwanina®.

Por tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto anticoagulante de dos
fracciones aisladas de O. rosea, usando como sustratos el Plasma Humano Citratado (PHC) y
Fibrinogeno de Bovino (Fb), con el fin de contribuir a los esfuerzos cientificos en la busqueda
de nuevas herramientas moleculares para contrarrestar las alteraciones cardiovasculares que
afectan al ser humano’*°.

PARTE EXPERIMENTAL

Muestras de Oenothera rosea

Las muestras de Oenothera rosea Aiton fueron recolectadas en el distrito de Matucana,
provincia de Huarochiri departamento de Lima, a2378 m.s.n.m., en el periodo de octubre 2015
a febrero 2016. La planta completa fue colocada en una prensa para lograr su herborizacion y
posterior identificacion taxonémica en el Museo de Historia Natural UNMSM.

Se realizo la separacion de las hojas, las cuales fueron colocadas en un lugar fresco y
ventilado para que se sequen completamente para luego ser pulverizadas (300 g) y colocadas
en un frasco oscuro agregandole etanol de 960 (1 L) y se guardd en un lugar oscuro para su
maceracion por 7 dias. Luego, el extracto fue filtrado en un matraz, utilizando papel Whatman
No 4. Posteriormente se realizo la evaporacion del solvente utilizando una estufa a 40 °C,
hasta su secado total. Para realizar las pruebas se pesaron cantidades variables del extracto
seco, haciendo disoluciones con agua destilada. La parte soluble en agua se filtro con papel
Whatman Nol y se evaporo6 en una estufa a 40 °C, obteniéndose la fase acuosa (Fa) con la
que se trabajo.
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Veneno de serpiente

El veneno liofilizado de la serpiente Lachesis muta fue proporcionado por el Laboratorio
de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNMSM, a partir de
especimenes mantenidas en cautiverio en el Serpentario “Oswaldo Meneses” del Museo de
Historia Natural de esa institucion. Se consideré que 1mg/mL de veneno liofilizado de
L. muta contiene 1,62 mg/mL de proteina, leido a 280 nm'°.

Marcha fitoquimica

Se utilizé el extracto etandlico seco de hojas de O. rosea para obtener la fase acuosa (Fa)
y realizar las reacciones cualitativas que permitieron evaluar la presencia de compuestos
fenodlicos, flavonoides, taninos saponinas y carbohidratos; por medio de reacciones de color,
de precipitacion y formacion de espuma'.

Cromatografia en capa fina

Se realiz6 la cromatografia en capa fina, usando como fase estacionaria cromatofolios de
celulosa y como fase moévil etanol: agua (1:5). Se realizo la siembra con una solucion de 500
mg/mL de la Fa utilizando capilares nuevos. Los reveladores utilizados fueron: tricloruro
férrico al 1 % y luz UV 365 nm. El nimero de las fracciones obtenidas mediante este método
fueron siete que se identificaron cualitativamente por fluorescencia. Las fracciones F-2 y F-5
fueron seleccionadas para los ensayos de la actividad anticoagulante, pues fueron capaces de
retardar el tiempo de coagulacion del plasma humano citratado.

Cuantificacion de flavonoides

Los flavonoides totales fueron determinados por el método desarrollado por Zhishen et al.
Se prepard un tubo que contenia 0,250 mL de la muestra que fue mezclada con 1 mL de agua
destilada, se afiadié 0,075 mL de NaNO, y se dejo reposar por 5 minutos, luego se agrego
0,075 mL de AICI3 al 10 % y 0,5 mL de NaOH 1 M'. La mezcla fue centrifugada a 3500
r.p.m. durante 5 minuto. Las absorbancias fueron medidas en un espectrofotometro UV-Vis
Génesis 10 a 510 nm. Se preparo la curva de calibracion utilizando Rutina como flavonoide
estandar, a concentraciones 10 ug a 100 ug/mL.

Actividad enzimatica: Actividad coagulante

Se realizo utilizando como sustratos plasma humano citratado y fibrinbgeno bovino Sigma
Chem. (5 mg/mL), y como enzimas la trombina bovina liofilizada (Tb) de la marca Sigma
Aldrich y la EST presente en el veneno de L.muta. Se prepard la Tb a una concentracion de
1U /mL (0,020 mg/mL), en solucion de cloruro de sodio 0,85% y el veneno de serpiente fue
preparado a una concentracion inicial de 1 mg/ mL'".

El plasma humano se obtuvo de donantes voluntarios de 20 a 30 afios que no presentaban
problemas hematologicos. Se extrajo 9 mL de sangre venosa y mezclo con 1 mL de citrato de
sodio 3,8 % (9:1), se centrifugd a 3 500 rpm durante 10 minutos para separar el plasma del
paquete globular. El fibrinégeno bovino comercial fue preparado a una concentracion de 5
mg/mL en buffer Tris HCI 0,05M pH 7,4 a 37 °C.
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Para medir la actividad coagulante se preincub6 0,2 mL del sustrato y 0,1 mL de Buffer Tris
a 37 °C, adicionandose luego 0,1 mL de veneno o trombina comercial. Con la ayuda de un
crondémetro se midiod el tiempo de coagulacion en segundos. Para la medicion de la actividad
especifica, se calculo las inversas del tiempo de coagulacion y se dividio entre los mg de
proteina utilizada.

En la determinacion el efecto anticoagulante de las fracciones de O. rosea, se hicieron pre
incubados de 500 uL, mezclando volimenes iguales de veneno o trombina con las Fa, F-2 y
F-5, en tubos independientes, a los que se llevo a 37°C x 10 minutos; en todos los casos se
empled el doble de la concentracion para las enzimas y para las fracciones. Luego, 100 uL
de cada preincubado fueron adicionados a las mezclas de reaccion que contenian plasma o
fibrinogeno, midiéndose el tiempo de coagulacion en segundos. Se utilizaron como controles
los tiempos de coagulacion de la trombina y del veneno, respectivamente'®.

Los preincubados que se prepararon fueron los siguientes: Fa+ veneno, F-2+veneno,
F-5+veneno, Fat trombina, F-2 +trombina y F-5+ trombina.

El porcentaje de inhibicion de la actividad coagulante se hallo por la sustraccion de 100
menos el % de Actividad Especifica Coagulante (AEC) de cada una de las muestras (100 - %
AECQC).

Actividad amidolitica

Se determind empleando el método de Erlanger ef al., utilizando el sustrato cromogénico
Benzoil-Arginil-p-nitroanilida (BApNA) de la marca Sigma Chem. Se midio la liberacion
de p-Nitroanilina por espectrofotometria. La mezcla de reaccion contenia 1,5 mL de BApNA
a una concentracion de 9x10* M, 0,5 mL de buffer Tris-HC1 0,05M pH 8,1 y 100 pL de la
muestra (veneno de serpiente o preincubados). Luego de 15 minutos de incubacion a 37 o
C la reaccion se detuvo la reaccion con 1 mL de acido acético glacial al 60 %, tomandose la
lectura en el espectrofotometro a 405 nm. La Actividad Especifica Amidolitica (AEA) fue
calculada por los moles de p-Nitroanilina liberados por minuto por miligramo de proteina
(U/mg)'.

RESULTADOS Y DISCUSION

Separacion de las fracciones F-2 y F-5 de O. rosea

La marcha fitoquimica revelod que la fase acuosa obtenida, asi como las fracciones F-2 y
F-5 dieron resultados positivos para fenoles totales y flavonoides, tabla 1. Ademas, fueron
evaluados taninos por su capacidad precipitante de proteinas, saponinas por su accion
detergente y carbohidratos por su asociacion con algunos flavonoides; los que podrian
modificar las actividades de las fracciones sobre la Tb y EST. La cromatografia en capa fina
(CCF) utilizando celulosa permiti6 aislar dos bandas cromatograficas, con coeficiente de
retardo (Rf) de 0,18 para F-2 y 0,90 para F-5. El Rf para el estandar Rutina fue de 0,36, este es
un flavonol glicosilado en la posicion 3 con ramnoglucosil (ramnosa y glucosa) lo que indica
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que se trata de un compuesto polar. Pero, la F-2 mostré ser mas polar por presentar un valor
de Rf mas pequeiio. Estas diferencias de polaridad permitieron una apropiada separacion
de las fracciones utilizando etanol: agua (1:5) como fase movil (tabla 1). Por otra parte, los
rendimientos encontrados fueron de 30,12 % y 45,18 % para F-2 y F-5 respectivamente, es
decir, que a partir de 1000 mg de la fase acuosa obtuvimos 301,20 mg (F-2) y 451,80 mg
(F-5).

Estudios sobre la inhibicién de la trombina por extractos vegetales han demostrado que
son los flavonoides y sus derivados glucosilados los responsables. Los resultados muestran
que las fracciones F-2 y F-5 se tratarian de flavonoides, lo que concuerda con los trabajos
publicados por varios investigadores'’S,

Tabla 1. Marcha fitoquimica y separacion de las F-2 y F-5 de O. rosea.

Pruebas Fase acuosa F-2 F-5 Rutina

Fenoles totales: Cloruro + + + +
férrico

Flavonoides: Shinoda + + + +
Taninos: Gelatina + - - -
Carbohidratos: Molish + + - +
Saponinas: Afrosimétrico + - - -
Rf NA 0,18 0,90 0,36

Presencia: +, ausencia: -. Método: cromatografia en capa fina en celulosa. Fase movil etanol: agua (1:5).

Rf: coeficiente de reparto. Fraccion 2: F-2. Fraccion 5: F-5. Flavonoide Estandar: rutina. NA: no aplica

Se han encontrado algunos flavonoides obtenidos de plantas cuyas acciones antiinflamatorias,
cicatrizantes, anticoagulantes y antioxidantes han sido demostradas®**°. En este camino,
la exploracion de plantas utilizadas tradicionalmente en nuestro pais ha posibilitado la
obtencion de dos constituyentes en los extractos de O. rosea capaces de alterar la actividad
enzimatica de la Tb y la EST; debido que, existen evidencias previas y tradicionales de su
accion antitrombotica en personas afectadas’.

Actividad coagulante de la trombina y la inhibicion por F-2 y F-5

En las tablas 2 y 3 se muestran los resultados de la accion coagulante de la trombina sobre el
fibrindgeno bovino y el efecto inhibitorio de las F-2, F-5 y de la Fa. Como puede observarse,
la Tb produce coagulos a tiempos no proporcionales con su concentracion. Por lo que, se ha
estimado calcular la Actividad Especifica Coagulante (AEC) utilizando la inversa del tiempo
de coagulacion entre mg de proteina total.

En la cascada de coagulacion, la Tb tiene un rol fundamental que depende de la conversion

del zimogeno protombina (68 kDA) a su forma activa (32 kDA). En este proceso, la trombina
ataca las cadenas Aa y Bf3 del fibrindgeno liberando fibrinopéptidos A y B, respectivamente,
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es asi, que el mondémero de fibrina resultante se convierte en polimero de fibrina insoluble,
es decir en coagulo. Los coagulos estables (trombos) formados no se degradan rapidamente,
si no se aplica un componente bioactivo especifico como el que se estd investigando. La
trombina es una serina proteasa inhibida por el complejo enddgeno heparina — antitrombina C
y también por el reactivo fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), el cual genera una reaccion
irreversible con la serina 195, constituyente del sitio activo de la enzima'®.

Por otro lado, la preincubacion de la Tb con la Fa, asi como las F-2 y F-5 (tabla 3) sefialan
claramente que los tiempos de coagulacion iniciales se alargan, de acuerdo con los porcentajes
de inhibicion indicados. Es interesante notar que F-5 tiene la mayor actividad anticoagulante
(67,78 % de inhibicion), seguida de F-2 (58,58 %) y Fa (57,40 %).

Algunas investigaciones han mostrado que los flavonoides como las quercetinas (Quer),
pueden actuar como inhibidores competitivos de la trombina debido a su acoplamiento
estérico a la His 57, parte del centro activo de la enzima, dicho acoplamiento es mas estable
si el flavonoide esta glicosilado como ocurre con la Quer-ramnosil y la Quer-arabinosa’.
Por otra parte, utilizando técnicas de acoplamiento molecular han identificado flavonoides
como potentes inhibidores de la trombina, estos son: miricetina, scutellareina, isorhamnetina,
miricitrina, baicalina, apigenina e hidroxigenkwanina. Los investigadores indicaron, que los
carbonos (C) que tenian mayor importancia en la inhibicion de la enzima fueron: C2, C3
y C4 del anillo C; los C5 y C7 del anillo A; los C3", C4" y C5 en el anillo B, ademas, los
enlaces C = C, C = O y los sustituyentes O- metoxilo y O- glicosilo, Wang et al.’.

Tabla 2. Accion coagulante de la trombina sobre fibrindgeno bovino.

Trombina bovina “Tiempo de coagulacion
Unidades (s)
4 18,67 +1,53
2 29,00 + 1,00
1 43,00 + 1,00

lunidad= 0,02 mg/ mL de trombina.
*Promedio+ DS, n=3
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Tabla 3. Inhibicion de la actividad coagulante de la trombina
por las F-2 y F-5 de O. rosea

Tiempo de
* AEC % de
Muestras Coagulacion % AEC
x103 Inhibicién
)
Control:
Trombina 0,02 29 6,896 + 0,60 100 -
mg/mL
Fase acuosa +
68 2,941 + 0,40 42,60 57,40
trombina
F-2 + trombina 70 2,857+ 0,50 41,42 58,58
F-5+ trombina 90 2,222 +0,60 32,22 67,78

*Promedio+ DS, n=3. Enzima: Trombina (1Unidad) =0,02 mg/mL.
Sustrato: Fibrindgeno bovino. F-2: Fraccion - 2. F-5: Fraccion-5.

AEC: Actividad Especifica Coagulante

Inhibicion de actividad coagulante de la Enzima Similar a Trombina del veneno de la
serpiente L. muta por la F-2 y F-5 de O. rose

La tabla 4 muestra los tiempos de prolongacion de la coagulacidn, asi como, las reducciones
de la AEC cuando se utiliza el veneno de L. muta que contiene altas concentraciones de EST.
En esta se aprecia la mayor actividad anticoagulante de F-5 en relacion con F-2. Sin embargo,
la actividad anticoagulante mas elevada la presenta la fase acuosa, es decir del extracto acuoso
total, que tiene un valor mayor que los encontrados en las fracciones. En la purificacion de
muchos componentes bioactivos, especialmente de origen vegetal, se observa la reduccion
de la actividad cuando ellos estan separados, es decir, al parecer habria un sinergismo. Los
componentes con una accion bioldgica definida cuando se encuentran en extracto total tienen
mayor actividad que cuando se les separa.

En esta investigacion se logro aislar dos fracciones (F-2 y F-5) capaces de prolongar el
tiempo de la coagulacion, al inhibir a la Tb y a la EST del veneno de L. muta. Sin embargo,
el estudio debe continuar ya que estamos interesados en conocer la estructura quimica
de estas fracciones, por la importancia y significado que tendria contar con fitoquimicos
anticoagulantes que podrian ser utilizados en patologias trombdticas.
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Tabla 4. Inhibicion de la actividad coagulante de EST de L. muta por las F-2 y F-5
de O. rosea sobre de fibrindgeno bovino y el plasma humano citratado

] *AEC *AEC
Flavonoide % de % de
x1073 x1073
Muestras (ug) Inhibicion Inhibicion
Fb PHC
Control: L.
muta 0,036 193 +0,70 - 76,04 + 0,90 -
mg/mL

Fase acuosa
600 19,15+ 0,80 90,08 28,04 +0,70 63,58
+ veneno

F-2 -veneno 24 17241+0,70 10,67  50,70£0,70 34,14

F-5+ veneno 24 123,00 + 0,60 36,27 22,56 = 0,60 70,69

* Promedio+ DS, n=3.Sustratos: Fibrinogeno bovino (Fb) y Plasma humano citratado (PHC)
Enzima: EST de L. muta 1mg/mL leido a 280 nm, F-2: Fraccién—2, F-5: Fraccion-5.
Flavonoide estandar: rutina. AEC: Actividad Especifica Coagulante

La actividad coagulante que presenta el veneno de L. muta es una de las mas potentes en
la familia de las serpientes viperidae (900 unidades NIH de Tb/mg), solo superada por su
homoéloga la “vibora de malasia” Calloselasma rhodostoma (1200 NIH Tb/mg); pero ademas,
los coagulos de fibrina formados por estas proteinas son muy semejantes a los formados por
la Tb; esto es, debido a que hay un ataque simultaneo o sucesivo a las cadenas Ao y Bf
del fibrindgeno para originar el monémero de fibrina. La mayoria de las serpientes de esta
familia, se caracterizan por formar coagulos inestables debido a que el veneno solo ataca a
una de las 2 cadenas Ao o Bp. Por otra parte, es necesario considerar que la Tb y EST tienen
sus centros activos semejantes con la triada catalitica: His57, Asp 102 y Ser 195; lo que
motivo su utilizacion en esta investigacion. Adicionalmente, es necesario indicar que la EST
no es inhibida por heparina ni tampoco se origina de un zimogeno (protombina) como es el
caso de la Tb".

Notese también en las tablas 3 y 4, que los % de inhibicion registrados para Tb y EST sobre
el fibrindgeno bovino es muy distante para cada una de las fracciones 58,58 %y 10,67 % para
F2, asi como, 67,78 y 36,27 % para F-5.

Asimismo, la tabla 4 registra los valores de inhibicién obtenidos con F-2 y F-5 al utilizar
plasma humano citratado, los valores encontrados fueron mayores (F-2 34,14 % y F-5 70,69
%) a los obtenidos con fibrindgeno como sustrato (F-2 10,67 % y F-5 36,27 %). Por otro
lado, los valores de actividad amidolitica de EST usando BApNA como sustrato muestran
inhibiciones de 50,20 % y 69,10 % con F-2 y F-5, respectivamente; mientras que, con la
trombina los valores de inhibiciones encontrados fueron de 48,48 % para F-2 y 67,32 % para
la F-5.
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Es conocido que, la Tb y la EST atacan al sustrato cromogénico BApNA al reconocer a la
Arg como el aminoacido sobre el que actiian en las cadenas del fibrindgeno, liberando en este
caso p-nitroanilina de color amarillo (tabla 5).

Un estudio acerca de la inhibicion del Factor Xa utilizando analisis bioinformatico revelo que
los flavonoides procianidina B2, la cianidina, la quercetina y la silibina se unen a la Ser 195
del sitio activo, a través de sus dos grupos OH del flavonoide impidiendo la reaccion normal
con la Arg®. Estos resultados concuerdan con los reportados para los flavonoides miricetina,
scutellareina, isorhamnetina, baicalina e hidroxigenkwanina, que indican la interaccion entre
los flavonoides con la Ser 195 inhibiendo de esta manera a la trombina’. La serina en la Tb
como en la EST ocupa la misma posicion, como aminoacido central, en el sitio activo.

Tabla 5. Inhibicion de la actividad amidolitica de la Tb y EST de L. muta por las
F-2 y F-5de O. rosea

*Actividad Especifica
Flavonoide . . % Inhibicion
Amidolitica (AEA) % de AEA
Muestras (ug) de AEA
U/mg de proteina x1073
Trombina
24,95 + 0,40 100 0

0,020mg/mL
Fase acuosa +

600 8,52 +0,70 34,15 65,85
trombina
F-2 + trombina 24 12,85 +0,30 51,52 48,48
F-5+ trombina 24 8,15+ 0,40 32,68 67,32
L. muta 0,036

22,91+0,70 100 0

mg/mL
Fase acuosa +

600 7,35+ 0,50 32,08 67,85
veneno
F-2 + veneno 24 11,41 £ 0,40 49,80 50,20
F-5+ veneno 24 7,08 £ 0,50 30,90 69,10

*Promedio+ DS, n=3. Sustrato: BApNA. Enzimas: Tb y EST de L. muta 1mg/mL leido a

280 nm. Fraccion — 2: F-2, Fraccion-5: F-5. Flavonoide estandar: Rutina.
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CONCLUSIONES

En esta investigacion se ha demostrado que en O. rosea existen por lo menos dos principios con
actividad anticoagulante F-2 y F-5, los cuales fueron obtenidos mediante una cromatografia
en capa fina de la fase acuosa.

F-5 mostré mayor accion anticoagulante con respecto a F-2, a juzgar por los valores de
inhibicion de trombina y enzima similar a trombina del veneno de L. muta.

Asimismo, la actividad amidolitica usando BApNA como sustrato, registro una fuerte
inhibicion cercana al 70 %, especialmente por parte de F-5.

Siendo el presente, un trabajo pionero en la busqueda de componentes bioactivos capaces de
inhibir la capacidad toxica de los venenos de serpientes; esta investigacion debe ampliarse
determinando la estructura quimica de las fracciones aisladas, para estudiar sus potenciales
farmacoldgicos en los tratamientos de los envenenamientos ofidicos.
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BIOSORCION DEL COLORANTE AZUL DE METILENO USANDO
LOS CLADODIOS DE LA TUNA (Opuntia ficus indica)

Carmencita Lavado Meza™, Rosario Sun Kou®, Tracy Castro Arroyo*

RESUMEN

La biosorcion es un proceso efectivo para la remocion de colorantes sintéticos desde
soluciones acuosas. Se estudié el uso de la biomasa de los cladodios de la tuna (BCT) para
remover el colorante catiénico azul de metileno (AM) de la solucién acuosa. Las técnicas
de caracterizacion: FTIR, SEM y punto de carga cero (pHPCC) muestran las caracteristicas
quimicas y fisicas de la BCT. Se evaluaron los parametros experimentales que afectan el
proceso de biosorcion, como el pH, tiempo de contacto y la dosis de biomasa/volumen, en
un sistema estacionario. Los datos experimentales del equilibrio se ajustaron al modelo de
la isoterma de Langmuir, la capacidad maxima de biosorcion del AM fue de 156,25 mg/g
con una dosis de BCT/volumen de 4 g/L, pH 8 y tiempo de contacto de 120 min. Los datos
cinéticos se pueden describir bien con el modelo de pseudo-segundo orden, la biosorcion
parece estar controlada por la quimisorcion y puede estar involucrada con la adsorcion sobre
la superficie y la difusion en los poros durante todo el proceso de biosorcion. Se demostro
que la BCT se constituye como un biomaterial prometedor, eficiente y biodegradable para
eliminar el AM de las aguas residuales.

Palabras clave: biosorcion, isotermas, azul de metileno, cinética.

BIOSORPTION OF DYE METHYLENE BLUE USING THE
CLADODES OF THE TUNA (Opuntia ficus indica)

ABSTRACT

Biosorption is an effective process for removing synthetic dyes from aqueous solutions.
The use of prickly pear cladode biomass (PCB) was studied to remove the methylene blue
cationic dye (MB) from the aqueous solution. The characterization techniques: FTIR, SEM
and point of zero load (pHPZC) show the chemical and physical characteristics of PCB.
Experimental parameters that affect the biosorption process, such as pH, contact time and
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biomass / volume dose, were evaluated in a continuous system. The equilibrium experimental
data were adjusted to the Langmuir isotherm model, the maximum biosorption capacity of
the MB was 156.25 mg / g with a dose of PCB/volume of 4 g/ L, pH 8 and contact time of
120 min. Kinetic data can be well described with the pseudo-second order model, biosorption
appears to be controlled by chemisorption and may be involved with adsorption on the
surface and diffusion into the pores throughout the biosorption process. PCB was shown to
be a promising, efficient, and biodegradable biomaterial for removing AM from wastewater.

Key words: Biosorption, isotherms, methylene blue, kinetics.

INTRODUCCION

Los colorantes sintéticos se usan ampliamente en todo el mundo en una amplia gama de
productos de las industrias textiles, papeleras, alimentarias, cosméticas y farmacéuticas',
estos colorantes, son estables y no biodegradables y estan disefiados para mantener el
color en varios materiales y ser resistentes al agua, jabon y agentes oxidantes’. Las aguas
residuales que contienen colorantes al ser descargadas en los recursos hidricos inhiben la
penetracion de la luz solar y disminuyen la accion fotosintética, asi mismo estas aguas se
caracterizan por poseer una alta demanda quimica de oxigeno (DQO), pH alto y toxicidad
bioldgica®. La mayoria de los colorantes sintéticos son toxicos y cancerigenos por lo que, si
las aguas residuales que contienen estas sustancias no se tratan de manera efectiva, podrian
ser responsables de dafios ambientales graves y también representar una amenaza para la
salud publica*. Los colorantes sintéticos se pueden clasificar como anidnicos, cationicos y
no ionicos. El azul de metileno (AM), clasificado en la categoria de colorante cationico, es
uno de los tintes ampliamente usados en la industria para tefiir algodon, madera y seda’®. El
AM es toxico, si se ingieren en grandes cantidades, produce efectos nocivos como gastritis,
dolor de cabeza intenso, miccion dolorosa y sindromes similares a la metahemoglobinemia,
sudoracion profusa, confusion mental y toxicidad respiratoria®. Por lo general, las aguas
residuales coloreadas se tratan mediante procesos fisicoquimicos como ultrafiltracion,
coagulacion, fotooxidacion, pero estos tratamientos tienen limitaciones como: formacion
de subproductos toxicos, para su funcionamiento requieren grandes cantidades de energia
y no se adaptan a la amplia gama de tintes que existen en el mercado’, las desventajas
de estos métodos han motivado a investigar métodos alternativos para la eliminacion de
colorantes, una de ellas es la adsorcion, esta técnica se ha empleado ampliamente para la
eliminacion de colorantes donde se utiliza un adsorbente solido para atraer la molécula de
colorante y finalmente conducir a su eliminaciéon del medio acuoso, el material mas usado
como adsorbente es el carbon activado, pero su uso es limitado debido a su alto costo y
baja capacidad de regeneracion, estas limitaciones llevaron a los investigadores a explorar
la adsorcion o biosorcion usando materiales alternativos abundantes, disponibles y de bajo
costo, como subproductos agricolas (hojas, grano, semillas, raiz, etc.) hongos, plantas, algas
y bacterias®. La tuna (Opuntia ficus indica) es una especie de naturaleza xerofila, de la familia
de los cactaceas es nativa de México pero se naturalizo en toda la cuenca mediterranea y en
las zonas templadas de América, Africa, Asia y Oceania, que se encuentra en abundancia en
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la region sierra en Pert®. Los cladodios del cactus estan constituidos principalmente por un
heteropolisacarido con un peso molecular de 23104 a 3106 g/mol, el mucilago es una mezcla
de polisacaridos acidos y neutros que consisten principalmente en arabinosa; galactosa
acido galacturénico; ramnosa y xilosa, los grupos funcionales de estos compuestos podrian
actuar con las moléculas de los colorantes removiéndolos de la solucion matriz®. El objetivo
del presente estudio fue evaluar la potencialidad de la biomasa de los cladodios de la tuna
(BCT) para ser usado como biosorbente para remover el colorante azul de metileno de una
solucion acuosa, constituyéndose asi como una alternativa eficiente para eliminar colorantes
de las aguas residuales, para ello se caracterizo fisica y quimicamente la BCT y se evalu6 la
influencia de la dosis de la biomasa en un volumen fijo de la solucién con AM (g/L), pHy
tiempo, sobre la capacidad de remocion del AM.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacion del biosorbente:

Los cladodios del cactus fueron recolectados en el distrito de Pilcomayo Region Junin, se
eliminaron los residuos con abundante agua destilada, se retiraron las espinas y se cortaron
en trozos pequeiios y posteriormente se llevaron a secar al horno a 60°C durante 72 horas, el
material seco fue molido y tamizado a malla 70 um, obteniéndose de esta manera la biomasa
de los cladodios de la tuna (BCT).

Caracterizacion del biosorbente:

Los grupos funcionales presentes en la superficie de biosorbente se identificaron por
espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (FTIR) en un Espectrofotometro
SHIMADZU FTIR- 8700 la muestra se analizé en un rango espectral de 4000 a 400 cm™. La
microscopia electronica de barrido (SEM) modelo SU 8230Evo15, marca Hitachi, se utilizo
para estudiar la morfologia de la superficie del adsorbente. La determinacion de los grupos
acidos se llevo a cabo siguiendo el método Boehm, descrito por Aygiin et al.'® en el que se
emplea una base fuerte, como el NaOH, para neutralizar los centros acidos presentes en la
superficie de la BCT, se pes6 0,25 de la BCT, se agregd 50 mL de NaOH 0,05 M (estandarizado
con biftalato acido de potasio) esta mezcla se agitd por 24 horas a una velocidad de 100 rpm,
luego se tomod 20 mL de la solucion remanente y se tituld con 0,05 M de HCI (estandarizado
con la solucioén 0,05 M de KOH) usando como indicador azul de bromocresol. El punto
final es indicado por el viraje de azul a verde de la solucion, con el gasto obtenido (mL) se
calculd los moles de grupos acidos, los resultados se expresaron en mmolH+/g BCT. Para
la determinacién del pHPCC se procedié de acuerdo a lo reportado por Moghazy, et al’
Para ello se prepararon soluciones con diferentes pH, mezclando en cada solucion 50 mL
de agua destilada con 0,1 g de BCT en un matraz erlenmeyer con tapa, el pH se varié con
soluciones de NaOH 0,1 My HCI 0,1 M, la mezcla se mantuvo en agitacion constante (150
rpm) durante 15 min, trascurrido este tiempo se midi6 el pH final (pHf), todos los datos se
obtuvieron por triplicado. Se graficaron los valores de ApH (ApH = pH_ - pH)) versus pH
inicial (pHo), el punto de carga cero (pHPCC) se obtuvo de la grafica cuando ApH= 0.
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Biosorcion del azul de metileno:

Se prepar6 una solucion stock de AM de 500 mg/L a partir de ella se prepararon las diferentes
concentraciones necesarias, la biosorcion del AM se llevo a cabo en un sistema discontinuo,
utilizando 50 mL de muestra de solucion del colorante en matraces Erlenmeyer en un equipo
de agitacion multiple marca Velp, a una velocidad 150 RPM y temperatura 20 °C, se realizo
el estudio de la influencia de la dosis usando diferentes cantidades de BCT en un rango
de 0,025 — 0,3 g. Para determinar el equilibrio cinético, se ensay6 a diferentes intervalos
de tiempo (5 -180 min). El equilibrio de biosorcion se evalud a diferentes concentraciones
iniciales de AM (20-300 mg/L de AM). El estudio de la influencia del pH se realiz6 ajustando
el pH a valores comprendidos entre 2,0 - 8,0 con soluciones de HCl y NaOH 0,1 M. Todos
los experimentos se llevaron a cabo por duplicado y los resultados presentados son las medias
correspondientes. En cada uno de los casos luego del experimento, las fases se separaron
por filtracion. Las concentraciones de colorante AM en las muestras se midieron mediante
un espectrofotdometro UV (Beckman Du 64 UV/VIS) a una longitud de onda de 663 nm. La
cantidad de AM retenido por el biosorbente (qe) y el porcentaje de biosorcion se calcularon
mediante las ecuaciones 01 y 02, respectivamente.

)y (1)

(G -C)

0

%R = x100 (@)

Donde: Co y Ce son la concentracion inicial y final del AM en la solucion (mg/L) antes y
después de la biosorcion respectivamente, M es la masa del BCT (g), y V es el volumen de
la solucién (L).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de la biomasa:
Para comprender cualquier posible interaccion entre los grupos funcionales de la superficie
de la BCT y el colorante MB, se estudi6 la BCT utilizando espectroscopia FTIR (figura 1)
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Figura 1. Espectro FTIR de la biomasa de la BCT.

El analisis espectroscopico evidencié una banda ancha en el rango espectral de 3600-3000
cm-1 que se le atribuye a las vibraciones de estiramiento del O-H y N-H, lo que indica la
presencia del -OH en carboxilos y presencia de aminas?, otra banda a 2927cm! debido a
la vibracion asimétrica del enlace C-H de los grupos alifaticos, la banda a 1726 cm-1 se le
atribuye a la deformacion del —C=0, la banda a 1664,5 cm-1 es debido a las vibraciones del
enlace C=C aromatico'!. La banda ancha a 1033 cm' se atribuye a la deformacion simétrica
de alquil éteres y C-O-C presentes en los polisacaridos'?. Los picos a 1583,4 y 1321,1 cm'!
corresponden al estiramiento y deformacion, respectivamente del enlace C-N presentes en
aminas aromaticas®®. La presencia de grupos hidroxilo OH, carbonilo C=0, éteres C-O-C
en grupos aromaticos, aminas aromaticas, en la estructura lignocelulésica del biosorbente le
confiere a la BCT capacidad para interactuar con el AM.

Se determino la cantidad de grupos acidos mediante el método Boehm, el cual demostrd
que la BCT posee una acidez total superficial de 7,34 mmolH+/g, que puede deberse a la
presencia de los grupos funcionales reportados en el analisis del espectro FTIR (figura 1), los
cuales podrian interactuar con el colorante catidonico AM.
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La morfologia de la superficie del biosorbente se caracterizd por SEM. Como se ve en la
figura 2, el biosorbente exhibe una morfologia de superficie heterogénea y porosa (figura
2A), tal forma estructural facilitaria el proceso de biosorcion porque proporciona un area
superficial. Por otro lado, después de la biosorcion se observa una morfologia superficial
mas homogénea y con menos presencia de cavidades. Esto se deberia a la ocupacion de la
superficie biosorbente por las moléculas de colorante?.

1.0kV 8.0mm x500 SE(U) 100um 1.0kV 7.9mm 500 SE(WU)« , ' &

Figura 2. SEM de la BCT A) Antes de la biosorcion B) Después de la biosorcion.

El pHPCC es el pH al cual la carga superficial neta en el biosorbente es cero, muestra la
tendencia de la superficie biosorbente para cargarse positiva o negativamente dependiendo
del pH, si el pH < pHPCC La superficie del biosorbente esta cargada positivamente,
favoreciéndose la biosorcion de colorantes anionicos, por otro lado, si el pH > pHPCC, la
superficie biosorbente esta cargada negativamente y esto favorece la biosorcion de colorantes
cationicos'. La figura 3 muestra que el pHPCC de la BCT es 4,3. Por lo tanto a pH >4,3 la
densidad de carga negativa en la superficie del biosorbente aumenta y, por lo tanto, se logra
una mayor capacidad de biosorcion debido a la creciente atraccion electrostatica entre las
moléculas de colorante cationico y los grupos funcionales del material biosorbente.

0.5 4

-1.5 4

pHi

Figura 3. Determinacion del pHPCC de la BCT.
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Influencia de la dosis del biosorbente:

Los datos obtenidos de los experimentos con diferentes dosis de biosorbente en 50 mL de
solucion, se presentan en la figura 4. El aumento de la dosis de la BCT de 0,025 a 0,3g da como
resultado un incremento en el rendimiento de la biosorcion de 51 % a 98 %, respectivamente,
este comportamiento podria deberse a un aumento en el nimero de posibles sitios de union
y area de superficie del biosorbente. Un aumento adicional en la concentracion de biomasa
sobre 0,2g/50 mL no condujo a una mejora significativa en el rendimiento de la biosorcion,
esto podria explicarse como consecuencia de una aglomeracion parcial de biomasa, que
resulta en una disminucion en el area de superficie especifica efectiva para la biosorcion's.
Se logré una maxima %R con una dosis de BCT con 0,2g/50 mL equivalente a 4g/L, motivo
por lo cual esta dosis se fijo para todos los experimentos siguientes. Esta misma tendencia
lo reportan Vijayaraghavan et al.” quienes removieron AM usando una alga marina, donde
alcanzaron una maxima %R con una dosis de 5g/L.

120
100
80
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40
20

%R

0 ¢ T T T d

0 0.1 0.2 0.3 0.4
Dosis (g)

Figura 4. Influencia de la dosis de la BCT sobre el %R, V =50 mL, Ci = 50 mg/L,
T =200C, t =120 min.

Influencia del tiempo de contacto y cinética de biosorcion:

Los resultados del estudio de la influencia del tiempo sobre la capacidad de biosorcidn, se
muestran en la figura 5.
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Figura S. Efecto del tiempo de contacto sobre la biosorcion de AM, masa BCT/
volumen =4g/L, T = 200C.

Rev Soc Quim Peru. 86(3) 2020



238 Carmencita Lavado Meza, Rosario Sun Kou, Tracy Castro Arroyo

Se puede observar que para diferentes concentraciones iniciales la capacidad de biosorcion
aumento rapidamente en los primeros 10 minutos y luego aument6 lentamente hasta alcanzar
el equilibrio a los 120 minutos. La fase rapida inicial puede atribuirse a la existencia de una
superficie descubierta de la BCT para el proceso de biosorcion, posteriormente, a medida que
los sitios de adsorcion de la superficie se saturaron, la velocidad de biosorcion disminuyo
con el tiempo de contacto adicional. Por lo tanto, el tiempo de contacto 6ptimo se fijo en
120 minutos para el resto de los experimentos. Se observo que la cantidad de AM biosorbido
aument6 con un aumento en la concentracion inicial del colorante, esto puede explicarse en
el supuesto que la fuerza impulsora para superar la resistencia a la transferencia de masa entre
la fase solida y liquida fue mayor en el caso de una mayor concentracion de MB'S. Varios
investigadores informaron resultados similares de resultados para la adsorcion de AM sobre
residuos de eucalipto®, algas’, pepas de frutas y cascaras de nuez'.

Estudio cinético:

Con la finalidad de investigar el mecanismo del proceso de eliminacion del colorante AM,
los datos cinéticos de biosorcion se modelaron utilizando los modelos cinéticos de difusion
pseudo-primer orden, pseudo-segundo orden y de difusion intraparticula, ecuacion 3,4 y 6':

k

log(ge — q0) = 10g (4e) — 533t 3)

AT @)
q ka2 qe

h =kaq¢ 5)

q: = kidtl/z +B (6)

Donde, qt y ge es la cantidad de ion metalico retenido por unidad de masa de sorbente en un
tiempo ty en el equilibrio, respectivamente (mg/g), k1l la constante cinética de primer orden
(1/min), k, (g/mg*min) es la constante de velocidad de adsorcion y h es la tasa de adsorcion
inicial (mg/g min), &, es la constante de velocidad de difusion intraparticular (mg/g * min”)
y B es una constante relacionada con el espesor de la capa limite del adsorbente (mg/g)

Los parametros cinéticos de la ecuacion de pseudo primer orden, pseudo segundo orden se
calcularon luego de graficar Log (qe-qt) vs t (figura 6A), t/qt Vs t (figura 6B), y del segundo
tramo lineal del grafico qt vs t70,5 (figura 6C), respectivamente. Los resultados se presentan
en la tabla 1, como se observa, los valores del coeficiente de correlacion (R?) del modelo de
pseudo-segundo orden es igual a 0,999 para todos los valores de pH y las qe calculadas a
partir del modelo de pseudo-segundo orden coinciden muy bien con los datos experimentales,
en comparacion con el modelo de primer orden. Por lo tanto, la cinética de biosorcion esta
mejor representada por el modelo de pseudo-segundo orden y esta se basa en el supuesto de
que el paso de control de la velocidad puede ser quimisorciéon que involucraria intercambio
de electrones entre el AM y los grupos funcionales (principalmente grupos hidroxilo y
carboxilo) de la BCT'?, como se observa en la tabla 1, la tasa de adsorcion inicial [h =k2(q,)*]
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aumento6 con el incremento de la concentracion inicial de colorante, lo que indica que la
capacidad de biosorcion y la tasa de biosorcion fueron mas altas en las etapas iniciales. Esto
podria estar respaldado por el aumento de la fuerza impulsora para la transferencia de masa
a concentraciones iniciales mas altas que permite que mas moléculas de colorante alcancen
la superficie de la BCT en un tiempo mas corto'®. Los modelos cinéticos de pseudo primer
orden y pseudo segundo orden no son suficientes para explicar el mecanismo de difusion,
por lo tanto, los resultados cinéticos se analizaron adicionalmente mediante el modelo de
difusion intraparticula (figura 6C y 6D) segun este modelo, si la regresion de qt versus la
raiz cuadrada del tiempo (t'?) es lineal, entonces la difusion intraparticula estd involucrada
en el proceso de biosorcion y si B es cero entonces la difusion intraparticula es el unico paso
limitante de la velocidad. Como se muestra en la figura 6C, las graficas no fueron lineales
en todo el rango de tiempo, lo que revela que la difusion de poros no es el paso limitante de
la velocidad y que tanto la adsorcion superficial como la difusion intraparticula existirian
durante el proceso de biosorcion'”.

8 2 9 AS50mg/L m100mg/L @200m/L
] A50mg/L @100mg/L 200m/L A 1 B
I 0.0404x +0.0545 21 = v =-0.0544x + 1.6368
= U X X .
6 ! R?=0.9997 14 .. R?=0.9235
54 A y=00205x+00211 B 0.5 - .
T4 R-09%99 - -
= [ o o : 7y - ,
3 A L.y=00107x+0.0127 @ ¢ 10 e ® 20
R Lem R?=0.9999 g 05 w B

2 ’ h < 1 4 . y =-0.0655x + 1.3527
! y=-01057x+ 15679 ., N 0832

0 , L5 4 R?=0.9436 A

200 2 - ) )
tiempo (min)
tiempo (min)
100 4 100 - y =3.0549x + 74.665
C : D

80 20 4

€0 60 - y =2.5653x +34.9

o m R?=0.8031
S o
40 20 4
20 20 A
50 mg/L =—@—100 mg/L ==o— 200 m/L A 50 mg/L @100 mg/L ¢ 200 mg/L
0 T T Y 0 ' . X
0 5 10 15 3 4 5 6
t"0,5 10,5

Figura 6. Cinética de biosorcion del AM sobre la BCT A) pseudo primer orden B)
pseudo segundo orden C) Difusién intraparticula D) segunda porcion lineal ge Vs t\%3,

Rev Soc Quim Peru. 86(3) 2020



240 Carmencita Lavado Meza, Rosario Sun Kou, Tracy Castro Arroyo

Tabla 1. Parametros cinéticos para la biosorcion de AM sobre la BCT.

C, Pseudo primer orden pseudo segundo orden difusién intraparticula
mg/L ki Qe R? Qe h K> R? Kid B R?

50 0,12 43,33 0,9235 24,75 18,35 0,03 10,9997 3,05 74,67 09251
100 0,15 22,53 0,8329 48,78 47,39 0,02 0,9999 2,57 34,90 0,8031
200 0,24 36,97 0,9436 9346 78,74 0,01 0,9999 0,99 19,16 0,9831

Isotermas de adsorcion:

Una isoterma de adsorcion describe la dependencia entre el contaminante adsorbido y el
contaminante en fase acuosa en condiciones de equilibrio y temperatura constante'’. La
figura 5 muestra las isotermas de biosorcion a diferentes valores de pH, la forma concava
de las curvas de las isotermas indican la alta afinidad del adsorbato por el biosorbente, esta
se asemeja a la isoterma del tipo L, segtin la clasificacion de Giles et al.'* 1o que sugiere una
saturacion progresiva del solido sin alcanzar una capacidad limite, los datos experimentales
fueron evaluados usando los modelos de isotermas de Langmuir y Freundlich, cuyas formas
linealizadas se expresan en las ecuaciones 7 y 8, respectivamente®:

C, 1 C,
= — ™
qe Imax Amax
1
Inq, =anF+Zlan (8)

Donde: q, es la capacidad de biosorcion en el equilibrio (mg/g); Ce es la concentracion
de equilibrio del AM en la fase liquida (mg/L),q,_ vy b son las constante de Langmuir,
relacionadas con la maxima capacidad de biosorcioén para una monocapa completa (mg/g)
y la afinidad entre el sorbente y el sorbato (L/mg), respectivamente, K, es la constante de
equilibrio (L/g) y n es una constante relacionada con la afinidad entre el sorbente y el sorbato.
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Figura 7. Isotermas del equilibrio de la biosorcién de AM sobre la BCT, masa BCT/
volumen = 4g/L, T=200C, t=1 h.
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Las constantes de Langmuir (qmax y b) y Freundlich (KF y n) se calcularon a partir de la
pendiente y la interseccion de los graficos lineales Ce/qe versus Ce (figura 8A) y log qe
versus log Ce (figura 8B). Los parametros de los modelos y los coeficientes de correlacion
se presentan en la tabla 2. En el caso del modelo de isoterma de Langmuir, se observo una
muy buena correlacion con los datos de biosorcion basados en los coeficientes R, los cuales
son mayores a 0,96. La isoterma de Langmuir se basa en la suposicion de que los sitios
activos del biosorbente son homogéneos, este resultado sugiere la cobertura en monocapa
de las moléculas del AM en la superficie de la BCT. El valor 1/n (0 < 1/n <I) obtenido de la
isoterma de Freundlich indica una buena capacidad de absorcion del AM sobre la BCT, el
factor de separacion RL se calcul6 para las tres isotermas y todos los valores se obtuvieron
entre 0,11; 0,02; 0,01 lo que indica una biosorcion favorable del AM sobre la BCT. Las
capacidades maximas de biosorcion suponiendo una biosorcion en monocapa son 156,25;
158,73 y 156, 25 mg/g a pH 3, 4 y 8, respectivamente.
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Figura 8. Estudio del equilibrio de la biosorcion del AM A) Isoterma de Langmuir B)
Isoterma de Freundlich

Tabla 2. Parametros cinéticos para la biosorcion de AM sobre la BCT.

Langmuir Freundlich
PH  gmax(mg/g) b (L/mg) Ry R’ I/n  Kr(L/g) R?
3 156,25 0,02 0,11 0,9588 0,75 4,22 0,9559
4 158,73 0,15 0,02 0,9972 0,47 2221 0,9580
8 156,25 0,26 0,01 0,9931 0,29 38,84 0,6791

En comparacion con otros estudios de biosorcion del colorante AM reportados en la literatura
(tabla 3), los altos valores de qmax demuestran que el material biosorbente BCT tiene un gran
potencial para la eliminacion del AM del medio acuoso.
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Tabla 3. Comparacion de biosorcion de AM con otros materiales biosorbentes.

Material biosorbente Jmax (mg/L)  Referencia
Residuos de poda del arbol de olivo 129,87 Anastopoulus et al. ©°
Madera de papaya 32,25 Rangabhashiyam et al. 2°
Conchas de almejas 1,09 Elwakeel et al. 13
Residuos de pino 129,87 Yagub et al. ?!
Alga gracilaria corticata 95,41 Vijayaraghavan et al.’
Cladodios de tuna (Opuntia ficus indica) 158,73 Este estudio

Influencia del pH:

La eficiencia de la biosorcion depende del pH de la solucion, debido a que un cambio
en el pH conduce a la variacion en el grado de ionizaciéon de la molécula adsorbida y las
propiedades superficiales del adsorbente. La figura 9 muestra el efecto del pH de la solucion
inicial sobre la capacidad de biosorcion del colorante AM (qe) se observa que la cantidad
adsorbida aumenta con el incremento del pH, se encontrdé que la cantidad de colorante
adsorbido aumento6 de 24,87 mg/g a 99,16 mg/g debido al cambio en el pH de 2,0 a 8 para
una concentracion de colorante inicial de 200 mg/L, el mismo comportamiento muestran
las curvas a concentraciones iniciales menores (50 y 100 mg/L). Es evidente que se logrd
mayores capacidades de remocion a un valor de pH 8. El valor del punto de carga cero
(pH,.) puede proporcionar informacion sobre la carga superficial del biosorbente (figura
3), cuando el pH > pH,, ., la superficie de la BCT se carga negativamente por lo que podria
adsorber eficazmente el colorante cationico AM por atraccion electrostatica traduciéndose
en el incremento de la capacidad de biosorcion', contrariamente a pH<pH, ., la superficie
da la BCT se carga positivamente disminuyendo la capacidad de biosorcion por repulsion
electrostatica?, por otro lado, la alta capacidad de eliminacion del AM a pH alto también se
deberia a la presencia de menos H* que compiten por los sitios de sorcion en la biomasa. El pH
bajo conduce a un aumento en la concentracion de iones H* en el sistema, y la superficie de la
BCT adquiere carga positiva por protonacion de grupos carboxilicos y amino de la superficie
lo que conlleva a la disminucion de la capacidad de adsorcion del colorante catidnico AM!.
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Figura 8. Influencia del pH sobre la capacidad de biosorcion, dosis BCT/volumen =
4g/L, T=200C, t = 120 min.
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Desorcion:

Para estudiar el potencial de reutilizacion del biosorbente se hicieron intentos para desorber
el AM biosorbido en la BCT, para ello se empleo6 una solucion de HCI 0,01 M como agente
de desorcion, con un tiempo de contacto de 120 min. El rendimiento fue de 80,2 %. Bajo
condiciones acidas fuertes, aumenta el numero de sitios con carga positiva. Estos sitios con
carga positiva en la superficie biosorbente favorecerian la desorcion de los cationes del AM
debido a la repulsion electrostatica’.

CONCLUSIONES

Se investigd la remocion del AM de una solucion acuosa uso la biomasa de los cladodios de
la tuna (BCT) como material biosorbente. La concentracion del biosorbente, el pH inicial de
la solucion, el tiempo de contacto jugaron un papel importante sobre la remocion del AM.
Los resultados revelaron que el modelo cinético de pseudo-segundo orden se ajusta muy
bien a la cinética de biosorcion del AM sobre la BCT. Los datos de equilibrio de biosorcion
del AM coincidieron bien con el modelo de isoterma de Langmuir con una capacidad de
adsorcion de monocapa de 156,25 mg/g. El mecanismo de la biosorcion se daria por un
proceso de quimisorcion e implicaria la adsorcion sobre la superficie de la BCT y la difusion
intraparticula en los poros de la biomasa. Debido a que los cladodios de la tuna son un recurso
natural, abundante, renovable, simple y ambientalmente amigable tiene un gran potencial
para ser usado como biosorbente efectivo para la eliminacion del colorante azul de metileno
de los efluentes de aguas residuales.
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CARACTERIZACION FiSICO QUIMICA DE LOS COMPONENTES
VOLATILES DEL Tecoma fulva subsp. arequipensis (cahuato)

Jorge Chavez Fernandez", Virginia Lizarraga Lazo, Eleana Vargas de Nieto

RESUMEN

El género Tecoma consta de 14 especies, distribuidas en toda América; crece en zonas
tropicales. En la region Arequipa — Pertl, existen tres especies, siendo una de ellas la 70 fulva
subsp. arequipensis, la cual fue recolectada en el distrito de Sogay a 2 600 m.s.n.m. de la
region Arequipa. Los componentes volatiles fueron extraidos por destilacion con arrastre de
vapor en agua, el rendimiento fue del 0,40 % en hojas y flores de muestra fresca obteniendo
una resina blanca, densidad 0,85 g/mL, indice de refraccion 1,464 a 20°C y soluble en etanol;
se detecto la presencia de terpenos por cromatografia en capa fina. Por el método de extraccion
de maceracion en diclorometano y éter de petroleo de hojas y flores de muestra seca con 13
% de humedad residual, se concentrd en rotaecvaporador obteniendo 5,4 % de extracto seco,
el extracto fue analizado por cromatografia de gases acoplado a un espectro de masas (GC/
EM), se identifico 11 componentes en hojas, siendo el componente mayoritario el terpinen-
4-o0l con 37,45 % de abundancia, del extracto diclorometanico. En el extracto etéreo de flores
se identificaron 18 constituyentes, siendo el componente mayoritario el fitol con 16,38 %
de abundancia. En el extracto etandlico de hojas de 7. fulva subsp. arequipensis purificado
por CC — CG/EM en tres fracciones se detectd la presencia de: fraccion 1 se identifico
y-sitosterol con 50,1 % de abundancia, fraccion 3 se identificé acido hexadecanoico con 55,2
% de abundancia y en la fraccion 4 se identificé 1,3-dihidro-3,3-dimetil-2H-indol-2-ona con
36,1 % de abundancia. El espectro infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) confirmé
la presencia de: alcoholes, fenoles, acidos carboxilicos, cetonas o, (3 insaturadas, alquenos,
hidrocarburos aromaticos y aminas; es importante resaltar que los componentes detectados e
identificados son terpenoides y sesquiterpenoides.

Palabras clave: Tecoma fulva subsp. arequipensis, extracto diclorometano, terpenos y
sesquiterpenoides, GC-MS, FTIR.

Seccion Quimica Organica. Departamento Académico de Quimica. Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa. Calle Santa Catalina 117 — Cercado. Arequipa - Pert.
jchavezf@unsa.edu.pe
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CHEMICAL PHYSICAL CHARACTERIZATION OF VOLATILE
COMPONENTS OF Tecoma fulva subsp. arequipensis (cahuato)

ABSTRACT

The genus Tecoma consists of 14 species, distributed throughout the Americas; grows in
tropical areas. In the Arequipa - Peru region, there are three species, one of them being
T. fulva subsp. arequipensis, which was collected in the Sogay district at 2 600 m.s.n.m.
of the Arequipa region. The volatile components were extracted by steam distillation
in water, the yield was 0.40% in fresh sample leaves and flowers, obtaining a whitresin,
density 0.85 g / mL, refractive index 1.464 at 20°C and soluble in ethanol; the presence of
terpenes was detected by thin layer chromatography. By the extraction method of maceration
in dichloromethane and petroleum ether of leaves and flowers of a dry sample with 13 %
residual humidity, it was concentrated in a rotary evaporator obtaining 5.4 % of dry extract,
the extract was analyzed by gas chromatography coupled to In a mass spectrum (GC/MS), 11
components were identified in leaves, the majority component being terpinen-4-ol with 37.45
% abundance, of the dichloromethane extract. In the ether extract of flowers, 18 constituents
were identified, the main component being phytol with 16.38 % abundance. In the ethanolic
extract of leaves of 7. fulva subsp. arequipensis purified by CC-GC/ MS in three fractions
the presence of was detected: fraction 1 y-sitosterol was identified with 50.1% abundance,
fraction 3 hexadecanoic acid was identified with 55.2 % abundance and in fraction 4
1,3-dihydro-3,3-dimethyl-2H-indol-2-one was identified with 36.1% abundance. The Fourier
transform infrared spectrum (FTIR) confirmed the presence of: alcohols, phenols, carboxylic
acids, o, B unsaturated ketones, alkenes, aromatic hydrocarbons and amines; It is important
to highlight that the components detected and identified are terpenoids and sesquiterpenoids.

Key words: Tecoma fulva subsp. arequipensis, dichloromethane extract, terpenes and
sesquiterpenoids, GC-MS, FTIR.

INTRODUCCION

La familia Bignoniaceae comprende alrededor de 120 géneros y 800 especies distribuidas en
regiones tropicales y subtropicales'; entre ellos se tiene el género Tecoma, constituyendo 14
especies de arbustos, crece en toda Latinoamérica>?. En el Perq, se encuentra distribuida en
los departamentos de Ica, Arequipa, Tacna y Moquegua; desarrollandose entre 2000 a 3000
m.s.n.m. En la region Arequipa - Pert, hay tres especies: 7. fulva subsp. arequipensis, T.
stans'y T. sambusifolia; utilizada en medicina tradicional: como agente antimicrobiano para
el tratamiento de algunos tipos de cancer y forraje del ganado*>.

El extracto etanolico de las flores de 7. stans tiene actividad antidiabética, debido a la
presencia de los alcaloides tecomina y tecostamina®. La literatura cientifica reporta, que el
género Tecoma contiene compuestos bioactivos, como: saponinas, glicésidos, flavonoides,
alcaloides, aceites esenciales, terpenos, fitoesteroles, antraquinonas, taninos, etc.’*.
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El aceite esencial de las hojas de 7. smithii Will, obtenido por hidrodestilacion presentan
actividad antimicrobiana y antioxidante, determinando sus caracteristicas fisicoquimicas,
fueron identificados los metabolitos secundarios por CG/EM". La especie 7. fulva subsp.
arequipensis en el Pert, conocida tradicionalmente con el nombre de cahuato o huarango;
utilizada en medicina popular para aliviar el dolor estomacal, antiinflamatorio y cicatrizacion
de heridas, ademas es considerada como planta ornamental, para lefia y elaboracion de
canastas.

El objetivo de la investigacion es extraer, separar, purificar e identificar los componentes
volatiles organicos de 7. fulva subsp. arequipensis, obtenidas por dos métodos y su
caracterizacion fitoquimica fue utilizando fundamentalmente técnicas de CG/EM y FTIR,
debido a que no existen antecedentes bibliograficos de la especie en estudio.

PARTE EXPERIMENTAL

Recoleccion y secado de la muestra

Las hojas y flores del T fulva subsp. arequipensis fue recolectada en el distrito de Sogay,
region Arequipa a 2600 m.s.n.m. (16°56°75” sur y 71°43°75” oeste) en los meses de abril y
mayo del 2017; la muestra fue secada a temperatura ambiente, 20°C por el lapso de siete dias.
La clasificacion taxonomica del vegetal fue realizada en el herbario de UNSA.

Materiales, reactivos y equipos

Todos los reactivos y solventes fueron de grado analitico, cromatofolios de silicagel 60F ,
de las marcas Merck y Acros. Rotaevaporador marca Bucchi modelo R 300, CG/EM; modelo
Shimadzu GC-2010, GCROM version 21000; GC Detector MS serial N° 020524800562 AE
ROM VERSION 1,02 Modelo Etapa Dual TMP (Ultra) Fase movil o gas de arrastre: helio,
fase estacionaria: silica fundida 5 % y 95 % de fenildimetil polisiloxano. Columna: [GC-
2010]. Nombre: Rtx-5MS. Espesor: 0,25 pm. Longitud: 30 m. Diametro interior: 0,25 mm.
Temperatura maxima utilizable: 330°C. Inyector: automatico.

Refractometro Abbe. Espectrofotometro Perkin Elmer Spectrum IR Modelo Frontier version
10.6.0, en la region del infrarrojo medio comprendida entre 400 y 4000 cm™'. Bomba de vacio
de alta presion marca Corning-EEL 852; Vortex marca Labor Muszeripari tipo LE-203.

Para el extracto etandlico se utilizd el CG/EM marca Thermo Scientific Trace™ serie 1300,
Pre corrida tiempo: 10,00 minutos tiempo de equilibrio: 0,50 minutos. Inicio de preparacion:
0,00 min. Encendido / apagado del horno: Encendido Habilitacion criogénica: Apagado
Umbral criogénico: 50,0 °C Tiempo de espera criogénico: 60,00 min Temperatura inicial:
100,0 °C Tiempo de retencion inicial: 3,00 min Nimero de rampas: 1 rampa 01 velocidad:
20,0 °C/ min Rampa 01 temperatura final: 300,0 °C Rampa 01 tiempo de espera: 20,00 min S
/ SL - Método frontal Modo S / SL: temperatura sin division habilitada: temperatura activada:
220 °C Habilitacion de flujo dividido: Encendido Flujo dividido: 50,0 ml/min Tiempo
sin division: 1,50 min Flujo de purga: 5,0 ml/min Purga de tabique constante: En modo
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portador: Flujo constante Habilitacion de flujo portador: En portador flujo: 1,000 mL/minutos
Compensacion de vacio: Activacion del ahorrador de gas portador: Flujo del ahorrador de
gas portador: 5,0 mL/minuto Tiempo de ahorro de gas portador: 2,00 minutos Activacion
de retrolavado: Tiempo de inicio de retrolavado: 1,50 minutos Tiempo de ejecucion del GC
Auxiliar Zonas Método Auxiliar temperatura 1 habilitado: En Auxiliar temperatura 1: 240 °C
Auxiliar temperatura 2 habilitada.

Extraccion de los componentes volatiles

Los componentes volatiles organicos de hojas y flores frescas de 7. fulva subsp. arequipensis,
fueron extraidos por dos métodos: destilacion con arrastre de vapor y por maceracion en
solventes organicos. El método de arrastre de vapor se realizé en un equipo tipo Clevenger,
la extraccion se realizo por triplicado de masa promedio de 180 g, de dos a tres horas. El
destilado obtenido, se extrajo con CH,Cl, y éter de petroleo, se secé con Na, SO, anhidro ",
para luego identificar los compuestos quimicos presentes por CCF. Por maceracion se utilizo
25 g de hojas y flores de muestra seca por duplicado con 250 mL de solventes, previamente
determinando la humedad residual, por el método gravimétrico; los solventes organicos
empleados fueron: diclorometano, éter de petroleo y etanol. Durante cinco horas diarias con
agitacion constante con ayuda de un equipo vortex; macerado por cuatro dias. El extracto se
filtré en papel Whatman N° 1, se concentré en rotaevaporador'*'*.

Caracterizacion fisica y separacion por CCF

En el aceite esencial obtenido de la muestra fresca, se realizo la caracterizacion fisica:
densidad por el método del picnémetro, indice de refraccion y la solubilidad en solventes
organicos, siendo separados sus componentes por CCF en cromatofolios de silicagel, como
fase movil se utilizod acetato de etilo — tolueno (7:93), como agente revelador fue empleado
solucion de vainillina — H2SO4, se comparoé las moléculas organicas presentes en el aceite
esencial, del vegetal en estudio con los estandares: a-terpineno, p-cimeno, pineno terpinen-
4-ol, borneol, timol, mentona y mentol'.

Identificacion y cuantificacion de los extractos organicos por CG/EM

Para la identificacion de los componentes volatiles de los extractos organicos por maceracion
se concentrd en rotaevaporador; con los concentrados organicos de hojas y flores obtenidos
por separado se mas6 0,5 g de muestra, aforando en fiola de 10 mL con hexano grado GC.
Se deposito en el sonicador por 45 minutos. Filtro el extracto con filtro de jeringa 0,22 um 'y
colocar directo en el vial de lectura. Para ser analizados en las mismas condiciones por CG/
EM, cada uno de los extractos.

Purificaciéon del extracto etanélico por CC y analisis por CG/EM

El fraccionamiento del extracto etanolico de las hojas y flores secas del 7. fulva subsp.
arequipensis se realizd por cromatografia en columna (CC) abierta, usando como fase
estacionaria silicagel G-200, como fase movil hexano-acetato de etilo, en diferentes
proporciones (9:1; 8:2); fueron separadas las fracciones 1, 3 y 4, concentradas en
rotaevaporador para luego determinar e identificar los componentes presentes por CG/EM.
Las condiciones de analisis en 200 pL de cada fraccion fueron cargados en sendos insertos
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para cada vial del autoinyector, la aguja es lavada con una mezcla de metanol-acetato de etilo,
antes y después de cada inyeccion alrededor de 10 veces en total, se carga la jeringa para ser
inyectada cuidadosamente, en el equipo Thermo Scientific Trace™ serie 1300 CG/EM.

El equipo GC se encuentra a una temperatura inicial de 60°C en el horno, para operar en
split, 1/50; reteniendo ese valor por 3 minutos luego se inicia una rampa de 20 Grd/min.
hasta 300°C en el horno de 10 a 15 min, para limpiar la columna capilar. El inyector del GC
se establecio a 220 °C, y la linea de transferencia del GC al MS a 240°C. La fuente de iones
esta a 200°C y se opera a 70 eV, barriendo de los 40 a los 50Da. El gas carrier es helio de alta
pureza, el mismo que se encuentra presente dentro del EM, la columna capilar es una OV-5,
para EM, de fase quimicamente unida y entrelazada al capilar de la misma.

Estos ensayos se realizaron en el Instituto de Investigaciones en Tecnologia Quimica
(INTEQUI) de la Universidad Nacional de San Luis Argentina.

Analisis por Espectroscopia FT-IR

Las hojas y flores secas de 7. fulva subps. arequipensis fueron maceradas en diclorometano
por el lapso de tres dias con agitacion constante, se filtrd a vacio haciendo uso de papel filtro
Whatman N° 1, el extracto obtenido se concentrd en rotaevaporador hasta polvo seco, la
muestra se re disolvio en diclorometano; el analisis espectroscopico se realizo utilizando FT-
IR, en porcentaje de transmitancia que fue til para detectar los picos caracteristicos y los
grupos funcionales presentes en los extractos purificados, los mismos que fueron registrados
e interpretados con tablas espectroscopicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento del aceite esencial por arrastre con vapor de agua de hojas y flores frescas
de T fulva subsp. arequipensis, fue de 0,40 %, de aspecto resinoso de color blanco, siendo
inestable y soluble en agua luego de la extraccion; por lo que no se aplico la técnica de GC/
EM, de densidad 0,85 g/mL e indice de refraccion 1,464 a 20°C, soluble en etanol absoluto,
éter de petréleo y diclorometano.

Para el vegetal con 13 % de humedad residual, se utilizd el método de maceracion en
solventes organicos por cuatro dias y concentrado en rotaevaporador, se obtuvieron los
siguientes rendimientos: extracto en diclorometano 5,4 %; extracto en éter de petroleo 5,0 %
y el extracto en etanol al 98 % fue de 6,2 %".

Por CCF de los componentes volatiles de 7. fulva subsp. arequipensis, al ser soluble en
agua la resina obtenida se extrajeron los componentes organicos en diclorometano y éter
de petroleo, de forma cualitativa se pudo identificar, cuatro probables estructuras organicas
terpenicas, el terpinen-4-ol, p-cimeno, mentona y a- pineno (figuras 1 y 2). Los resultados
indican que las estructura presentan el factor de retencion (RF) similares a los estandares.
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Donde:

M1: extracto en diclorometano de hojas.

M2: extracto en diclorometano de flores.

Estandares cromatograficos:

a-terpineno (aT), borneol (B), p-cimeno (PC), a-pineno (aP), timol (T), terpinen 4-ol (T-ol),
mentona (M-CO) mentol (M)

I
oT PC oP M1 T B M2 M T-ol MCO
Figura 1. Cromatograma del extracto de diclorometano de hojas y flores del 7. fulva subsp. arequipensis.

Donde:

M3: Extracto en éter de petroleo de 7. fulva subsp. arequipensis hojas.

M4: extracto en éter de petroleo de T. fulva subsp. arequipensis flores.

Estandares cromatograficos:

a-terpineno (aT), borneol (B), p-cimeno (PC), a-pineno (aP), timol (T), terpinen 4-ol (T-ol),
mentona (M-CO), mentol (M).

&

oT PCaP M3 T B M4 M T-ol MCO
Figura 2. Cromatograma del extracto etéreo de hojas y flores del 7. fulva subsp. arequipensis.
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Analizando las figuras 1 y 2, se observa que hay presencia de moléculas terpénicas, siendo
ello coincidente con estudios realizados en aceites esenciales de otras especies vegetales
reportando estructuras terpénicas y terpenoides'®"’.

Por la CG/EM del extracto en diclorometano de las hojas fueron identificados 11 compuestos
organicos (tabla 1 y figura 3), correspondiendo a ocho estructuras de naturaleza terpénica,
como el 4-terpineol con 37,45 % de abundancia (tabla 1, figura 3)

Tabla 1. Composicion quimica del extracto en diclorometano de las hojas de Tecoma
fulva subsp. arequipensis.

N° Compuestos quimicos Porcentaje %
1 oct-1-en-3-ol 1,42
2 terpinen-4-ol 37,45
3 2-metilbutanoato de cis hex-3-enil 1,47
4 3,7-dimetilocta-2,6-dieno 1,95
5 (1-prop-1-enil)-2-metoxifenol 13,14
6 octahidropentalen-1-ol 10,28
7 mentol 5,15
8  2,5-diciclopropilpenta-2-en-4-ino 3,09
9 (10Z)-pentadec-10-en-1-ol 8,67

10 germacreno 1,44

11 o-pineno 7,22
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Figura 3. Cromatograma del extracto de hojas de Tecoma fulva subsp. arequipensis en
diclorometano por GC - MS
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En el extracto etéreo de flores se detectdo la presencia de 18 compuestos orgénicos,
correspondiendo a 13 estructuras de naturaleza terpénica, siendo el compuesto mayoritario
fitol con 16,38 % de abundancia (tabla 2, figura 4).

Tabla 2. Composicion quimica del extracto en éter de petroleo de las flores del Tecoma
fulva subsp. arequipensis.

N° Compuestos quimicos Porcentaje %
1 2-propilpenten-1-ol 5,0
2 3,7-dimetilocta-1,6-dien-3-ol 2,97
3 nonanal 3,16
4 4,5-dimetilundec-2-eno 2,88
5 1(3-metilbutil)ciclopenteno 4,74
6 2,6,10-trimetildodecano 4,30
7 2,6,11-trimetildodecano 4,14
8 pentadecano 2,99
9 (3E)pentadec-3-en-2-ol 2,97
10  pentadecanal 10,48
11 decan-2-ona 7,25
12 3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol 6,01
13 (2Z,5Z)pentadeca-2,5-dien-1-ol 5,52
14 decano 6,69
15 dodecanoato de-1-metiletilo 3,06
16  2-metilpentadecano 4,31
17 fitol 16,38
18 2,7,10-trimetildodecano 3,05
161,35
%:.
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Figura 4. Cromatograma del extracto de flores del Tecoma fulva subsp. arequipensis en éter de

petréleo por GC-MS
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El estudio fitoquimico de otras especies del género, como 7. smithii, el aceite esencial de hojas
frescas presento6 23 constituyentes quimicos siendo el fitol el compuesto mayoritario (Kamilia
et al. 2016); el extracto etandlico del 7. stans se detectd la presencia de 17 constituyentes
quimicos, siendo estructuras terpénicas con marcada actividad biologica* '*.

Del fraccionamiento por cromatografia en columna y CG/EM; en la fraccion 1 obtenida del
extracto etandlico de las hojas de T fulva subsp. arequipensis fueron detectados la presencia
de 33 constituyentes organicos, el esteroide y-sitosterol, de férmula molecular C, H, O y
peso molecular 414 g/mol; fue el de mayor abundancia: (50,1 %), el espectro de masas puede
ser observado en la figura 5. En la fraccion 3 se detectaron la presencia de 33 componentes
quimicos siendo el acido hexadecanoico con 52,2 % de mayor abundancia, de féormula
molecular C, H,,0, y peso molecular 256 g/mol, cuyo espectro de masas presentamos en la
figura 7. En la fraccion 4 se identificaron la presencia de 33 componentes quimicos, siendo
el 1,3-dihidro-3,3-dimetil-2H-indol-2-ona con 36,1 % el de mayor abundancia, de férmula
molecular C, H NO y peso molecular 161 g/mol lo que se observa en la figura 8.

1004

i e
40 a0 120 160 200 240 280 320 360

Figura 5. Espectro de masas del y-sitosterol en la fraccion 1, del extracto en etanol de
hojas del Tecoma fulva subsp. arequipensis.
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Figura 6. Fragmentacion propuesta para el y-sitosterol (cortesia de Peniche H. pag. 58, 2016.
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En la figura 6 se observa que a partir de la formacion del i6n molecular 414 m/z, se genera
la fragmentacion tipica del y-sitosterol con una insaturacion A5, los fragmentos 329 m/z y
303 m/z, ademas de la pérdida de metilos, el -OH de la posicion C-3 y carbonos de la cadena
lateral; a través de pérdidas consecutivas de etino (C,H,)".
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Figura 7. Espectro de masas del acido hexadecanoico en la fraccion 3, del extracto en
etanol de hojas del Tecoma fulva subsp. arequipensis.
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Figura 8. Espectro de masas del 1,3-dihidro-3,3-dimetil-2H-indol -2-ona en la fraccion
4, del extracto en etanol de hojas del Tecoma fulva subsp. arequipensis.
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Laidentificacion de los componentes quimicos en las fracciones fue realizada por comparacion
con la base de datos de los espectros de masas de la biblioteca cientifica. Mass Spectral
Libraries (NIST 17 and Wiley Libraries) 2014.

Los resultados de los espectros FTIR, los picos detectados y las funciones organicas

correspondientes al extracto de diclorometano de flores se muestran en la figura 9 y tabla 3 y
de las hojas se muestran en la figura 10 y tabla 4 de T fulva subsp. arequipensis.
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Figura 9. Espectro FTIR del extracto en diclorometano de flores de Tecoma fulva

subsp. arequipensis.

Tabla 3. Espectro FTIR del extracto en diclorometano de flores de Tecoma fulva subsp.

arequipensis.
Ne ¥ em? Vibracién del Funcion organica
pico grupo funcional
A 3500 O-H, N-H alcoholes, fenoles, acidos y aminas
B 2923 C-H hidrocarburos saturados: alcanos
C 2853 C-H alcanos
D 1709 C=0 cetonas o,f} insaturadas, acidos, ésteres
E 1463 -CH»- metilenos de alcanos
F 1377 -CH3 metilos de alcanos
G 1290-1034 C-C, C-O, C-N huella dactilar: alcanos, éteres, aminas
o ST e o
1004
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Figura 10. Espectro FTIR del extracto en diclorometano de hojas de Tecoma fulva
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Tabla 3. Espectro FTIR del extracto en diclorometano de hojas de Tecoma fulva subsp.

arequipensis.
N° pico ¥ cm™! Vibracién del Funcién organica
grupo funcional
A 3427 O-H, N-H alcoholes, fenoles, acidos y aminas
B 2925 C-H hidrocarburos saturados: alcanos
C 2855 C-H alcanos
D 1699 C=0 cetonas a,f insaturadas, acidos, ésteres
E 1638 Cc=C hidrocarburo insaturado: alquenos
F 1514 Cc=C hidrocarburo aromatico
G 1459 -CH;- metilenos de alcanos
H 1376 -CH;3 metilos de alcanos
1 1298-913 C-C, C-O, C-N  huella dactilar: alcanos, éteres, aminas

La deteccion de los constituyentes quimicos de los extractos en diclorometano de hojas y
flores del 7. fulva subsp. arequipensis, verificada por la técnica de FTIR, se encontr6 grupos
funcionales caracteristicos como: fenoles solamente en hojas, cuyas bandas de absorcion
son 1638 y 1514 cm-1, mientras en las flores se encuentran alcoholes secundarios, en ambos
extractos se encuentra el grupo carbonilo especialmente de cetonas a, [ insaturadas, acidos
carboxilicos y ésteres, entre las bandas de absorcion de 1699 y 1709 cm-1, en las bandas
de absorcion 3427 y 3500 cm-1 se detecta la presencia del grupo hidroxilo y amino; las
estructuras orgéanicas detectadas también se confirman con el analisis de los espectros
obtenidos por GC-MS10-12.

CONCLUSIONES

Por extraccion y caracterizacion fisica en la 7. fulva subsp. arequipensisse se comprobo la
presencia de componentes organicos volatiles solubles en solventes de baja polaridad.

Por cromatografia CG/EM, del extracto diclorometanico y etéreo se identifico terpenos y
terpenoides.

Por cromatografia en columna y CG/EM del extracto etanolico de hojas en la fraccion 1, se
identifico y-sitosterol, en la fraccion 3 se identificd adcido hexadecanoico y en la fraccion 4
se identifico 1,3-dihidro-3,3-dimetil-2H-indol-2-ona, siendo los componentes organicos de
mayor abundancia en cada fraccion.

En los espectros de FTIR de los extractos del 7. fulva subsp. arequipensis, se confirma la
presencia de alcoholes, compuestos carbonilicos, hidrocarburos aromaticos, fenoles y aminas.
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DISTRIBUCION DE ARSENICO EN AGUA SUPERFICIAL Y
SEDIMENTO EN LA CUENCA DEL RiO CARRIZAL,
MANABI - ECUADOR

Ana Maria Aveiga Ortiz", Patricio Javier Noles Aguilar®, Fabian Pefarrieta Macias?,
Erika Murgueitio Herrera®

RESUMEN

En diversas fuentes naturales de agua superficial de Ecuador, asi como en otras a nivel mundial,
la concentracion de arsénico supera los limites permisibles (10 pg/L) establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud. El objetivo de la presente investigacion fue determinar
los niveles de arsénico en agua superficial y sedimentos en la cuenca del rio Carrizal
(Manabi, Ecuador), zona que posee una importante actividad agropecuaria. Se monitorearon
21 estaciones en tres zonas, cubriendo una extension de 51 km. Las concentraciones de
arsénico en agua y sedimento se evaluaron mediante espectrometria de absorcion atdomica
con el equipo PerkinElmer® A Analyst™ 200, de acuerdo con los lineamientos del Standard
Methods Edicion 2015, por la metodologia APHA AWWA WEF 3114-B. Se utilizo el disefio
experimental de bloques al azar, con arreglo factorial de las tres zonas de muestreo. Los
resultados indican que se encontraron concentraciones de arsénico de hasta 35,64 mg/L en
agua superficial y de 47,41 mg/kg en sedimentos. Se concluye que estos altos niveles de
arsénico en la cuenca del rio Carrizal podrian ser de origen antropico.

Palabras clave: microcuenca, subcuenca, embalse La Esperanza, contaminacion.

ARSENIC DISTRIBUTION IN SUPERFICIAL WATER AND
SEDIMENT AT THE CARRIZAL RIVER BASIN,
MANABI-ECUADOR

ABSTRACT

In various natural sources of surface water in Ecuador, as well as in others worldwide, the
concentration of arsenic exceeds the permissible limits (10 pg / L) established by the World
Health Organization. The objective of these investigation was to determine the levels of
arsenic in surface water and sediments in the Carrizal river basin (Manabi, Ecuador), an arca

a Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi, Carrera de Ingenieria Ambiental, Calceta, Manabi,
Ecuador, aaveiga@espam.edu.ec
b Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE, Departamento de Ciencias de la Tierra y la Construccion

Rev Soc Quim Peru. 86(3) 2020



Distribucion de arsénico en agua superficial y sedimento en la cuenca del rio carrizal, Manabi - Ecuador 261

that has an important agricultural activity. 21 stations in three areas were monitored, covering
an area of 51 km. Arsenic concentrations in water and sediment were evaluated by means of
atomic absorption spectrometry with the PerkinElmer® A Analyst ™ 200 kit, in accordance
with the guidelines of Standard Methods Edition 2015, by the APHA AWWA WEF 3114-
B methodology. The experimental design of random blocks was applied, with a factorial
arrangement of the three sampling areas. The indicated results are found for arsenic of up to
35,64 mg / L in surface water and 47,41 mg / kg in sediments. It is concluded that these high
levels of arsenic in the Carrizal river basin could be of anthropogenic origin.

Key words: Micro basin, sub-basin, La Esperanza Reservoir, contamination.

INTRODUCCION

Actualmente, se estima que mas de un millon de especies contaminantes son introducidas
en fuentes de agua a través de vertidos antropogénicos; de alli que, los estudios de calidad
de las cuencas hidrograficas han adquirido gran interés en las ultimas décadas dado el
incremento de la poblacion en sus riberas, el creciente grado de industrializacion y aportes
del sector primario'. Los metales pesados como el arsénico (As) en aguas y sedimentos se
caracterizan por ser extremadamente toxicos, altamente persistentes y de rapida acumulacion
por los organismos®®. En México, Argentina, Chile, Pert y Nicaragua, el arsénico (As) en el
ambiente y en las fuentes de agua para consumo humano es debido a factores geologicos;
aunque, las actividades antropogénicas como explotacion minera, refinacion de metales por
fundicién, procesos electroliticos para produccion de metales como cadmio y zinc también
contribuyen a incrementar el contenido de este metal en el ambiente*.

Las formas solubles del As como el 4acido metilarsonico (MMA) y el acido dimetilarsénico
(DMA) son fuertemente toxicas, la ingestion de dosis elevadas causa problemas
gastrointestinales, cardiovasculares, disfunciones del aparato nervioso, y finalmente
a la muerte's. En general, las formas inorganicas son mas toxicas que las organicas, y el
arsenito es mas peligroso que el arsenato®. En Argentina, se detectaron niveles de As
en aguas subterraneas entre 20 y 4600 pg/L. Ademas, en el mismo pais se constatd que
durante el periodo 2010-2016, tanto para los efectos carcinogénicos y no carcinogénicos, las
concentraciones de As presentan alto riesgo al superar los umbrales maximos en la poblacion
de Las Flores’.

En Ecuador, se ha encontrado que el contenido de elementos riesgosos, entre ellos As, en
aguas, sedimentos y peces en la cuenca del rio Santiago (Esmeraldas), superan los valores
permisibles, con rangos de afectacion biologica en la mayoria de las estaciones de muestreo;
exhibiendo niveles de contaminacion moderados®. En funcion de la problematica generada
por la presencia de metales pesados, especificamente As, y ante la imperativa necesidad de
plasmar un plan de gestion para el manejo de fuentes hidricas, se presenta el caso del rio
Carrizal (Manabi-Ecuador), de donde se exponen resultados sobre la presencia y distribucion
de arsénico tanto en el agua superficial como en sedimentos.

Rev Soc Quim Peru. 86(3) 2020



262 Ana Maria Aveiga Ortiz, Patricio Javier Noles Aguilar, Fabian Periarrieta Macias, Erika Murgueitio Herrera

PARTE EXPERIMENTAL

1. Area de muestreo

El estudio se realizo en la cuenca hidrografica del rio Carrizal (Canton Bolivar, Manabi);
cuenca comprendida entre las coordenadas 1 4'15" S, 79 52'12" W, con un area de
aproximadamente 1 390 km?, la cual se ubica en la provincia Manabi y limita al norte con las
cuencas del rio Bricefio y rio Jama, al sur con las cuencas del rio Portoviejo y rio Guayas, al
este con el Océano Pacifico y la cuenca del Estero Pajonal y, al oeste con la cuenca del rio
Guayas’.

De acuerdo a las caracteristicas hidroldgicas, geoldgicas, climatoldgicas, actividades
antropogénicas y de uso del suelo, y a criterios de identificacion, accesibilidad y
representatividad del objetivo de estudio, se establecieron 21 estaciones de monitoreo a lo
largo de la subcuenca del rio Carrizal, distribuidas de la siguiente manera: 7 estaciones en
la microcuenca (17 km de extension), 5 estaciones en el embalse La Esperanza (8 km de
extension) y 9 estaciones distribuidas en 26 km en la subcuenca del rio Carrizal, con lo cual
se cubrid una extension total de aproximadamente 51 km (figura 1). El estudio se dividi6 en
las siguientes zonas:

e Zona 1 (Microcuenca): Severino, Balsa en Medio, Tigre Adentro, Rio Chico, Puente
Carrizal, El Frutal.

e Zona 2 (Embalse La Esperanza): Carrizal, Bejuco, Dos Bocas, Membrillo, Embalse La
Esperanza

e Zona 3 (Subcuenca): Quiroga, La Esperanza, Barranco Colorado, Sarampion, Mata
Palo, Los Almendros, San Bartolo, La Karina, Limon.
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Figura 1. Croquis de la cuenca hidrografica del rio Carrizal en la Republica del Ecuador.
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2. Toma de muestras de aguas y sedimentos

De acuerdo al régimen unimodal de distribucion de las precipitaciones de la zona en
estudio, los muestreos se realizaron dos veces al afio, durante los meses de agosto y octubre,
correspondientes a un periodo de caudal medio y al caudal de estiaje, respectivamente’. El
protocolo para toma, conservacion y manipulacion de las muestras de agua, se tomo como
referencia a UNE-EN ISO 5667-3:2019 y a Murgueitio et al. (2018), con adaptaciones de
acuerdo a las necesidades del proyecto. Se tomoé una muestra superficial, lo mas cercano
al centro del cuerpo de agua y en contra de la corriente al flujo del recurso hidrico; estas
muestras fueron colectadas con una botella muestreadora de fondo horizontal®. Para el
andlisis de arsénico, las muestras fueron acidificadas con HNO, 0,1 N con pH de 3,0 24,0 y
refrigeradas a 4,0°C para su conservacion desde el momento de la recoleccion''.

Para la recoleccion de las muestras de sedimentos se tomd como referencia a Murgueitio
et al. (2018), y en cada estacion de muestreo se tomod aproximadamente un kilogramo de
sedimento superficial a la profundidad de 25 - 50 cm, colectados desde la orilla del rio, con
un barreno; colocadas en bolsas plasticas con cierre hermético, y conservadas a 4,0°C'’. En el
Embalse La Esperanza, la recoleccion se realizo a una profundidad de 7 a 33 m con el apoyo
de una draga tipo Van Veen de acero inoxidable, lanzada desde una barca'®.

3. Determinacion de arsénico
Los analisis fueron realizados en el Laboratorio de Medio Ambiente, Departamento de
Ciencias de la Tierra y de la Construccion de la Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE).

1. Equipos, materiales y reactivos

a. Equipos y materiales

a) Espectrometro de absorcion atomica Perkin Elmer® AAnalyst™ 200, con generador de
hidruros (limite de deteccion de 0,15 pg/L) equipado con el quemador para llama de aire-
acetileno y con la celda de cuarzo colocada en el soporte del quemador.

b) Lampara de As de catodo hueco

b. Reactivos

a) Acido clorhidrico (0,200 pg/L), b) Hidréxido de sodio (0,25 mol/L, ¢) Tetrahydroborato
de sodio (0,8 mol/L), d) Argén, disponible comercialmente. ¢) Solucion de loduro de
Potasio: Disolver 3 g de KI 'y 5 g de L(+)-Acido ascorbico en 100 mL de agua desionizada,
b) Soluciones de As. La solucion stock contiene 1000 mg/L de As.

Para elaborar las curvas de calibracion, se utilizoé una réplica, con un tiempo de integracion
de diez (10) segundos.

c. Descripcion

El arsénico es convertido en hidruro mediante reaccion con el borohidruro de sodio y
se transporta dentro de atomizador de absorcion atomica. Los hidruros son depurados
continuamente con argon dentro de la celda de cuarzo calentada por la llama del espectrometro
de absorcion atomica y convertidos a atomos en fase gaseosa.

Rev Soc Quim Peru. 86(3) 2020



264 Ana Maria Aveiga Ortiz, Patricio Javier Noles Aguilar, Fabian Periarrieta Macias, Erika Murgueitio Herrera

d. Condiciones recomendadas para el uso del equipo Perkin Elmer AA200

Estas condiciones son dadas por el manual de uso del equipo, para el As.

Longitud de onda 193,70 nm; ranura 0,7 nm; ruido relativo 1; concentracion caracteristica
0,1 png/L; concentracion caracteristica de chequeo 5 pg/L; rango lineal a 5 pg/L; flujo de
oxidante 10 L/min Arsénico flujo de acetileno 3,3 L/min.

4. Analisis estadistico

Se utilizo el disefio experimental completamente aleatorizado, con arreglo factorial de los
tratamientos, donde los factores correspondieron a las zonas de muestreo (microcuenca,
embalse y subcuenca) y los meses (agosto y octubre), mientras que las repeticiones estuvieron
representadas por las estaciones de muestreo.

Previo al analisis de varianza (ANOVA), los valores de las caracteristicas cuantificadas
relacionadas a las concentraciones de As tanto en agua como en sedimentos fueron examinados
por las pruebas de normalidad de Wilk-Shapiro y la de homogeneidad de varianza de Bartlett
por el programa ASSISTAT Version 7.7 (2016)'2. Hubo necesidad de transformar los datos en
raiz cuadrada de (X+1) para satisfacer supuestos del ANOVA. Todos los analisis se realizaron
con el software estadistico InfoStat®'?.

RESULTADOS Y DISCUSION

Parala Zona 1 (microcuenca que consta de los puntos de monitoreo Severino, Balsa en Medio,
Tigre Adentro, Rio Chico, Puente Carrizal, El Frutal) se encontr6 que las concentraciones de
As en sedimento fueron menores a 0,001 mg/kg y en agua van desde no detectable por el
equipo hasta 23,05 mg/L (figura 2). Resultados similares se obtuvieron en las provincias de
Guayas y Los Rios (Ecuador) donde las concentraciones de As disuelto (en aguas de riego,
rios y de pozo) fueron inferiores a 10 pg/L; sin embargo, en el sitio de Taura, los valores
oscilaron entre 12 y 19 pg/L'.
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Figura 2. Zona 1 (microcuenca): variacion de las concentraciones de arsénico en pg/L en
agua durante los meses de muestreo.

Concentraciones relativamente bajas de arsénico disuelto en agua también sugieren una
atenuacion del arsénico en sedimentos mas profundos, lo cual se atribuy6 a cambios en las
condiciones REDOX a lo largo de la cuenca asociada a la planicie Chianan (Taiwan) y a las
interacciones con el Mn y el Fe depositado en el perfil de sedimentos, que funciona como una
barrera de atenuacion'’.

Para la Zona 2 (Embalse La Esperanza: Carrizal, Bejuco, Dos Bocas, Membrillo, Embalse
La Esperanza) se presentan las concentraciones de As en la figura 3, siendo los niveles en el
sedimento menores al limite detectable por el equipo, y en agua varian desde no detectable
por el equipo hasta 20,11 mg/L. El As interactiia con diferentes tipos de sedimentos y
condiciones ambientales a lo largo de los rios y arroyos; por lo tanto, el As acuoso y extraible
de los sedimentos depende de la ubicacion geografica, en el norte de Ecuador, los rios de El
Angel, San Pedro y Pichan y Quebradas Cachiyacu y Rumihuaycu tienen un contenido de
arsénico muy diverso de 974 ug/L a 2 ug/L'c.
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Figura 3. Zona 2 (Embalse La Esperanza): variacion de las concentraciones de arsénico en
ng/L en agua durante los meses de muestreo.

Para la Zona 3 (Subcuenca: Quiroga, La Esperanza, Barranco Colorado, Sarampion, Mata
Palo, Los Almendros, San Bartolo, La Karina, Limdn) se encontr6 los niveles de As en agua
y sedimento que se muestran en la figura 4. Las concentraciones en agua llegan a un maximo
de 35,64 mg/L y en sedimentos hasta 47,41 mg/kg. En la laguna Limoncocha - Ecuador el
agua no presenta valores significativos de As, pero en sedimentos hay concentracion de hasta
1,3 mg/kg de As, por lo que probablemente este elemento debe estar en una forma quimica
que dificulta su solubilidad".
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Figura 4. Zona 3 (Subcuenca): variacion de las concentraciones de arsénico en ppm tanto en
agua y sedimento durante dos meses de muestreo.

Se reporta el coeficiente de distribucion del arsénico entre el sedimento y el agua superficial
para las tres zonas de monitoreo. Este coeficiente fue calculado en base a las concentraciones
de As en la fase solida (sedimento) y en la fase liquida (agua superficial), segun la siguiente
ecuacion:

Concentracion Arsénico en sedimiento (mg/kg)

Concentracion Arsénico en agua (mg/L)

Valores relativamente bajos de Kd indican que el arsénico tiene mayor grado de disolucion
en la fase acuosa (figura 5); mientras que, valores altos de K, indican mayor preferencia
del arsénico por la fase sélida (sedimento). La movilizacién o distribucion del arsénico esta
sujeta a cambios y transformaciones biogeoquimicas, asi como a la desorcién en acuiferos,
debido a cambios de pH o reacciones REDOX. Ademas, existe asociacion con actividades
microbianas, que inducen un ambiente reductor. También, la distribucidon o particion del
arsénico se debe a la desorcién por competencia idnica con fosfatos, nitratos, carbonatos y
Silicatosl& 19, 20, 21,22.

Concentracion Arsénico [Agua]

Ka=0,5 Kd = 50

Concentracion Arsénico [Sedimento]

Figura 5. Coeficiente de distribucion del arsénico en agua superficial y sedimento.
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En la figura 6, segun los resultados de caracterizacion para la Zona 1 -Microcuenca- dado los
valores bajos del coeficiente de particion K, el arsénico tiene mayor disolucion en el agua
superficial que preferencia por el sedimento, para los dos meses monitoreados. Este efecto
ya ha sido reportado®, en estudios de la cuenca del Rio Rojo que nace en las montafias de la
provincia de Yunnan, en China y discurre hacia el sudeste atravesando el territorio norte de
Vietnam, en donde que las concentraciones mas altas de arsénico ocurrieron en la transicion
de la temporada de Iluvias a la estacion seca y las mas bajas al final de la estacion seca,
lo cual se debe a variaciones en las condiciones redox debido a niveles fluctuantes de las
aguas subterraneas que indujeron la liberacion de As a la fase liquida a través de mecanismos
reductores u oxidativos. Las variaciones a largo plazo y estacionales en las concentraciones
de As en el agua tienen implicaciones importantes con fines epidemioldgicos, ya que
sirven de referencia para la reduccion de incertidumbre en la estimacion de riesgos a la
salud por exposicion al contaminante y para disefiar estrategias de mitigacion de impactos
a través del descarte de aguas de mayor riesgo y explotacion de recursos hidricos donde las
concentraciones se mantengan en niveles aceptables.
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Figura 6. Coeficiente de distribucion sedimento-agua para la Zona 1 (Microcuenca) de las
concentraciones de arsénico durante dos meses de muestreo.

La caracterizacion para la Zona 2 -Embalse- indica que el As tiene mayor disolucion en el agua
superficial que preferencia por el sedimento, asimismo, para los dos meses monitoreados,
dado los valores bajos del coeficiente de particion K, salvo en el mes de octubre en el punto
de muestreo Embalse La Esperanza. Es decir, en el mes de octubre en este punto del embalse
la concentracion de arsénico fue mayor en el sedimento que en la muestra de agua superficial,
en contraste con los otros puntos de monitoreo.
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Figura 7. Coeficiente de distribucion para la Zona 2 (Embalse La Esperanza) de las
concentraciones durante dos meses de muestreo.

En la subcuenca del rio Carrizal (Zona 3), el mayor coeficiente de distribucion de la
concentracion de arsénico en los sedimentos, fue en el sector de La Esperanza y de San
Bartolo durante los meses de monitoreo, como se indica en la figura 8.

14000

12275 % Agosto

12000 @ Octubre

10000

S 8000
=]
=
T
¥ 6000
4000
2000
0 T
La Quiroga Barranco Sarampién Mata Los San La Karina imén
Esperanza Colorado Ralo /Almendros Bartolo

Figura 7. Coeficiente de distribucion para la Zona 3 (Subcuenca) de las concentraciones de
arsénico durante los meses de muestreo.

Se determiné la diferencia estadistica entre dos variables: zona de muestreo (Zonas 1, 2
y 3), y los meses de muestreo (agosto y octubre) para las muestras de agua y sedimento,
respectivamente (figuras 9 y 10). En las tres zonas evaluadas de la cuenca del rio Carrizal,
durante el mes de agosto no mostraron diferencias estadisticas entre si; sin embargo,
durante el mes de octubre, los niveles de As en la Zona 3 (Subcuenca) fueron superiores
estadisticamente a los cuantificados en la Zona 2 (Embalse) y la Zona 1 (Microcuenca), los
cuales resultaron similares entre si. Las concentraciones encontradas de As no responden a
un origen geoldgico, tal como se ha encontrado en otros estudios*; por ende, se afianza la
hipotesis de que el arsénico aqui reportado procede de deposiciones antropicas de la zona.
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Figura 9. Variaciones de las concentraciones de arsénico en el agua superficial en tres zonas
y dos meses de muestreo en la cuenca del rio Carrizal (barras de error corresponden al nivel
critico de Tukey a 5 % de probabilidad).
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Figura 10. Variaciones de las concentraciones de arsénico en el sedimento en tres zonas y dos
meses de muestreo en la cuenca del rio Carrizal (barras de error corresponden al nivel critico
de Tukey a 5 % de probabilidad).

De acuerdo al analisis de varianza (tabla 1), se observaron diferencias altamente significativas
para las tres zonas de muestreo, tanto para la concentracion de As en agua como en
sedimento. De manera similar, se verificé diferencia significativa para la interaccion entre
las dos variables estudiadas (zona de muestreo y meses de muestreo). La comparaciéon de
las concentraciones de As en sedimentos por la prueba de Tukey a 5% de probabilidad (tabla
2) indica que a nivel de la Zona 3 (Subcuenca) los valores promedio de arsénico fueron
estadisticamente superiores a los obtenidos tanto para la Zona 1 (Microcuenca) como para la
Zona 2 (Embalse La Esperanza), siendo que estos dos tltimos son similares entre si.
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Tabla 1. Resumen del analisis de varianza para la variable concentraciones de arsénico en
sedimentos y aguas en la cuenca del rio Carrizal.

Cuadrados medios

Fuente de
o Gl Datos observados Datos transformados (X+1)%°
Variacion
Sedimentos Aguas Sedimentos Aguas

Zona 2 6 023,66%* 758,76%* 121,77** 14,57**

Meses 1 22,16 20,54 0,15 1,78

Zonas x Meses 2 26,21 329,45%* 0,18 7,23%*
“Eror 34 2422 6147 017 112
V(@) 3135 ssp8 1276 30,17

** Diferencias altamente significativas (p <0,01)

Tabla 2. Comparaciones de los valores promedios de arsénico en sedimentos en tres zonas de
la cuenca del rio Carrizal.

Concentraciones de arsénico Ambito
Zona .
Observados Transformados estadistico
Subcuenca 34,885 5,96 A
Microcuenca 0,001 1,00 B
Embalse 0,001 1,00 B

Medias seguidas de la misma letra no difieren entre si (Tukey a 5 % de probabilidad)

Se han identificado cinco mecanismos naturales de contaminacion de fuentes naturales
debido al arsénico: actividad volcanica o hidrotermal; meteorizacién oxidativa de sulfuros
arsénicos, tipicamente pirita y arseno-pirita; desorcion de As desde superficies minerales a
pH alto; reduccion de oxi-hidroxidos de hierro sedimentario y concentracion evaporativa's.
La presencia de As en aguas de consumo humano en ciertos rios de México, Nicaragua, Peru,
Argentina y Chile e incluso Ecuador®®*1¢ se atribuye a factores geoldgicos; sin embargo,
en el caso de la cuenca del Rio Carrizal, no se han reportado ninguno de estos procesos en
forma natural, por lo cual se presume que la fuente de contaminacion de aguas y sedimentos
en la region tenga origen antropico. A nivel de la Zona 3 (Subcuenca del rio Carrizal), donde
se encontraron niveles mas altos de As en agua, es conocido que para las localidades de
La Esperanza, Quiroga, Barranco Colorado, Sarampion, Mata Palo y los Almendros existe
contaminacion del suelo y presion sobre los recursos naturales por actividades agropecuarias;
mientras que, para San Bartolo, La Karina y El Limon, la contaminacion del agua es
ocasionada por establecimientos humanos y, en el caso particular de la localidad El Limén se
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agregan actividades agropecuarias ejercidas por una empresa bananera. Por lo que es posible
que dentro de esas localidades se empleen agroquimicos en el manejo de las actividades
agropecuarias y sean ellos los que generen parte o el total de los niveles de contaminacion
constatada por As en la subcuenca de Carrizal.

La comparacion de las variaciones en las concentraciones de arsénico en las estaciones de
muestreo en funcion de los meses, realizada a través de la prueba de t pareada, (tabla 3)
no mostro diferencias significativas para las concentraciones de As en muestras de agua
superficial; no obstante, si se encontraron diferencias significativas para los niveles de As
en sedimentos, obteniéndose mayores concentraciones durante el muestreo de octubre que
corresponde a la época de caudal de estiaje del rio Carrizal.

Tabla 3. Variaciones estacionales de las concentraciones de arsénico en aguas y sedimentos
en diferentes estaciones de muestreo en la cuenca del rio Carrizal.

Diferencia Desviacion
Variable Agosto  Octubre . t  Probabilidad
promedio estandar

As en agua 13,41 13,49 - 0,08 ns 14,10 -0,03 0,980

As en sedimentos 14,66 16,73 -2,07 ** 2,77 -3,34 0,003

(%) Significativo a 1 % de probabilidad por la prueba de t pareada.

En relacién a los valores de los limites de los concentraciones de arsénico para las normas
canadiense, europea y ecuatoriana (tabla 4), se observa que los valores de arsénico en
aguas para las zonas y meses muestreados de la cuenca del rio Carrizal superan los limites
establecidos en las tres normas consideradas; sin embargo, para los sedimentos en las dos
meses de muestreo Unicamente a nivel de la subcuenca del rio Carrizal es donde los valores
de arsénico superan los limites establecidos de acuerdo a la norma canadiense. No existe
referencia de limite de concentraciones de arsénico en sedimentos ni para la norma europea
ni para la ecuatoriana.
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Tabla 4. Comparacion de las concentraciones de arsénico en aguas y sedimentos de la cuenca
del rio Carrizal en relacion a referencias internacionales.

Concentraciones de arsénico

Zona de muestreo Aguas (mg/L) Sedimentos (mg/kg)
TAgosto  Octubre  Agosto | Octubre
Microcuenca 12,917 2,669 0,001 0,001
Embalse 9,330 6,639 0,001 0,001
Subcuenca 16,005 24,514 32,584 37,186

Norma ambiental de referencia

Canadiense' 0,005 5,900
Europea’ 0,010
Ecuatoriana® 0,100

Canadiense' = Canadian Council of Ministers of the Environment. Europea?: Criterios de calidad de
aguas continental de la directiva 75/440/EEC de la Unidén Europea; Ecuatoriana’= Ministerio del

Ambiente, Edicion Especial, Afo 111, N° 387, noviembre 2015.

CONCLUSIONES

La determinacion de las concentraciones de As en zonas agropecuarias, hace imprescindible
la georreferenciacion para el conocimiento en futuras decisiones ambientales y evitar la
biomagnificacion de este metal. En este sentido, se concluye que las concentraciones de
As en sedimentos de la subcuenca del rio Carrizal fueron estadisticamente superiores a los
niveles de la microcuenca y en el embalse; mientras que las mayores concentraciones en el
agua superficial se presentaron en la subcuenca en el mes de octubre. Las concentraciones
de As en los sedimentos superaron los limites nacionales e internacionales establecidos para
el consumo humano y para la preservacion de la vida acuatica, obteniéndose los valores
mas altos durante la época de caudal de estiaje del rio Carrizal. No se han reportado fuentes
naturales de arsénico en la cuenca del rio Carrizal, por lo que se presume que su presencia es
de origen antrdpico, lo cual amerita estudios adicionales para su confirmacion.
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EXTRACCION Y CARACTERIZACION DEL ALGINATO DE
SODIO DE LA MACROALGA Macrocystis pyrifera

Yerald Ore B., E. Renzo Pichilingue L., Ana C. Valderrama Negron™

RESUMEN

En el presente trabajo se propuso un proceso de extraccion de alginato de sodio, el cual
fue obtenido a partir de la macroalga parda Macrocystis pyrifera recolectada en La Punta-
Callao. El proceso de extraccion presentd un rendimiento del 12 % y el alginato obtenido
fue caracterizado mediante las técnicas de IR-TF y RMN "C en estado solido, el cual fue
comparado con un alginato comercial. Se ha llevado a cabo la evaluacion de la presencia de
bloques manurdnicos y gulurénicos IR-TF, mediante el uso de la 2da derivada obteniendo
sefiales caracteristicas a 894 cm™ para C-H a-L-gulurénico del alginato extraido de la
macroalga Macrocystis pyrifera (AlgM) y a 885 cm™' para la region anomérica C -H del B-D—
manuroénico para el alginato comercial de Sigma Aldrich (AlgC). Asimismo, se asignaron
sefiales caracteristicas para el espectro del alga a 902 cm™ y a 812 cm™ correspondiente a
vibraciones de los bloques o—L—gulurénico. Mediante *C RMN en estado so6lido se obtuvo
un pico caracteristico a 102,4 ppm para AlgM asociado al carbono anomérico C -H oL~
guluroénico, mientras que en AlgC se visualizaron dos picos a 101,8 ppm y a 99,8 ppm
asignados a C,-H o~L-gulurénico y C-H p~D-manuronico, respectivamente, indicando asi
la presencia tanto de bloques G y bloques M en el alginato comercial.

Palabras clave: alginato, extraccion, Macrocystis pyrifera, *C RMN en estado solido.

EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF SODIUM
ALGINATE FROM THE MACROALGAE Macrocystis pyrifera

ABSTRACT

In the present work, it was proposal a process for the extraction of sodium alginate, which
was obtained from the brown macroalgae Macrocystis pyrifera collected in La Punta-Callao.
The extraction process presented a yield of 12 % and the alginate obtained was characterized
by FT-IR and *C NMR techniques in solid state, which was compared with a commercial
alginate. The evaluation of the presence of mannuronic and guluronic blocks has been carried
out through the use of the 2nd derivative, obtaining characteristic signals at 894 cm™ for C -H

* LIBIPMET, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Ingenieria, Av. Tupac Amaru-Rimac, Lima, Peru,
anitacvn29@yahoo.com.mx
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o — L — guluronic in AlgM and at 885 cm-1 for C -H anomeric region of the B-D-mannuronic
in AlgC. Moreover, characteristic signals were assigned for the algae spectrum at 902 cm™ and
at 812 cm™! corresponding to vibrations of the o — L — guluronic blocks. By *C NMR in solid
state, a characteristic peak was obtained at 102.4 ppm for AlgM associated with the anomeric
carbon C -H o — L-guluronic, while in AlgC two peaks were visualized at 101.8 ppm and 99.8
ppm assigned to the C -H o — L — guluronic and C,-H B — D — mannuronic respectively thus
indicating the presence of both G blocks and M blocks in commercial alginate.

Key words: Alginate, Extraction, Macrocystis pyrifera, *C NMR in solid state.

INTRODUCCION

Actualmente las algas marinas constituyen un sector importante de la economia mundial, esto
se debe a las multiples aplicaciones que tienen, entre ellas su uso en la industria alimentaria
y biotecnologica. Estas, son fuente principal de ficocoloides, siendo los mas representativos
el agar-agar, fucanos, carragenano y alginato'.

Las algas pardas se caracterizan por encontrarse en mares templados o subpolares,
predominando estas en la zona intermareal, caracterizadas por el tamafio de sus tallos y
conformando asi extensos bosques marinos, en donde la macroalga Macrocystis pyrifera es
una de las especies mas abundante del litoral peruano y a nivel mundia®.

Asimismo, esta especie es uno de los insumos de mayor demanda en paises tales como
EE.UU., Japon, China, Francia y Noruega para la produccion de alginato de sodio®.

El alginato es un polisacarido el cual es obtenido a partir de las macroalgas pardas y esta
principalmente compuesto por los acidos B-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico (G) figura
1, los cuales se encuentran distribuidos de manera aleatoria en la estructura de la cadena
polimérica. Ademas, el alginato puede presentar secuencias de mondmeros de los residuos M
y G, asi como su alternancia de los mismos obteniendo de esta manera bloques M y bloques
G (homopoliméricos), y bloques MG (heteropolimérico)*.

La relacion del porcentaje de la distribucion de los bloques M y G depende de la especie de
la cual se obtiene el alginato. Asimismo, parametros como la localizacion geografica, habitat,
y especie determinan la distribucion de estos grupos teniendo efecto en las propiedades
fisicoquimicas de acuerdo a la relacion M/G del alginato obtenido’.

Por otro lado, las etapas para llevar a cabo la extraccion del alginato influyen en el tipo de

alginato obtenido, teniendo un efecto en el tamafo molecular, variacion en el contenido de
los acidos urdnicos, contenido de iones metalicos, y la presencia de polifenoles®.
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Figura 1. (A) Acido gulurénico. (B) Acido manurénico. (C) Composicion del alginato con
bloques GG y Bloques MM*.

En consecuencia, estas propiedades podrian definir el uso versatil de este polisacarido en
distintos campos, asi como sus derivados, presentando actividad biologica, biodegradabilidad
y biocompatibilidad en sistemas vivos, en su actividad como agente anti-incrustante,
intercambiador i6nico (para un M/G<1), entre otros, fines de aplicacion industrial*’.

Es de este modo que, a lo largo de los tltimos afios, se han propuesto distintas metodologias
para la extraccion y purificacion del alginato, mediante la obtencion de acido alginico®, a
partir de la formacion de geles mediante CaCl’, implementacion de un pre-tratamiento’,
entre otros, las cuales en su mayoria se enfocan en optimizar el rendimiento de la extraccion.

En el presente trabajo, se ha propuesto un proceso de extraccion del alginato a partir del
método alcalino y la formacién de geles haciendo uso de CaCl,, teniendo como principal
objetivo la caracterizacion del biopolimero mediante técnicas de IR-TF y su segunda
derivada, y mediante 13C RMN en estado sélido para evaluar el contenido de los bloques
M y G presentes en el alginato, lo cual nos permitira estimar si la relacion M/G es menor o
mayor a 1.

PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES

El alginato de sodio (AlgC) fue adquirido de Sigma Aldrich Chemistry (St. Louis, MO,
USA), Los solventes utilizados fueron de grado analitico adquiridos de MERCK (Darmstadt,
Germany); La Macrocystis pyrifera fue colectada entre 5-10 m de profundidad a 16°C en la
La Punta-Callao. Una vez llevado a cabo esto, se lavaron y almacenaron a -20°C. Las hojas
que han sido usadas como materia prima para la produccion de alginato fueron cortadas en
trozos pequeiios y secados en una estufa a 70°C por 3 h. Finalmente, esta fue molida a un
tamafio menor a lmm.
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EXTRACCION DEL ALGINATO

Se tomaron 50 g de alga pulverizada y se procedio a colocarla en una solucioén de n-hexano en
relacion (1:3) por 2 horas. Luego los trozos desengrasados (por el tratamiento con n-hexano)
se colocaron en una mezcla etanol/formaldehido (4:1) dejando reposar por 72 h. El producto
obtenido fue tratado con carbonato de sodio al 3 % a 90°C por 4h (proceso de extraccion
alcalino)'’. Finalmente se dializo y liofiliz6 la fase liquida obtenida del proceso de extraccion.

Asimismo, la purificacion fue llevada a cabo mediante el uso de CaCl, (formacion de geles).
A partir del producto obtenido se realizo un intercambio de la forma sal/acida del alginato,
variando el pH alcalino/acido. Finalmente, el producto obtenido fue dializado y liofilizado,
obteniendo un sélido blanco, AlgM®%11,

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER
(IR-TF)

El espectro infrarrojo fue obtenido usando un FT-IR IRPrestigy-21 mediante el método
de reflactancia total atenuada (ATR). Los espectros fueron medidos (64 scans/muestra)
en el rango de 4000-700 cm™, con una resolucion de 4,0 cm™. La derivatizacion incluyd
el algoritmo de Savitzky-Golay con 23 puntos de suavizado y todos los espectros fueron
analizados con el software OriginLab 9.0.

13C RMN EN ESTADO SOLIDO

El analisis de RMN "*C en estado solido fue llevado a cabo usando un equipo Bruker Advance
111-400, operando a 9,4 T de campo magnético, v (1 H) = 400 MHz. La “C frecuencia de
resonancia fue de 100.57 MHz con un pulso de secuencia (polarizacién cruzada con un
angulo magico de spin, CP-MAS) y con una supresion total de banda (CP-MAS-TOSS).
El alto poder de desacoplamiento del campo fue de 83.3KHz [P90 (1H) =3 pus] y se uso
“adamantano” como patron de referencia externo para ajustar el desplazamiento del "*C.

RESULTADOS Y DISCUSION

EXTRACCION DEL ALGINATO

El proceso de extraccion fue propuesto a partir de los trabajos de Matsuhiro et al.'. y
Hernandez-Carmona et al.' el cual consistio en 3 etapas; i. Pre-tratamiento, ii. Extraccion
alcalina y iii. Purificacion.

El primer paso fue someter el alga pulverizada a un pre-tratamiento, que consistiéo en un
desengrasado a partir del uso de n-hexano, seguido de una eliminacion de metabolitos (taninos,
polifenoles, etc.) mediante un tratamiento con la mezcla etanol/formaldehido en relacion de
4/1. A partir de la muestra obtenida, se procedio a llevar a cabo la extraccion en medio alcalino
(carbonato de sodio al 3 %) el cual permitié extraer los polisacaridos presentes en la pared
celular del alga, manteniendo una temperatura de 90°C por 4 horas, obteniéndose finalmente
asi un extracto impuro (figura 2) del cual se aislaron 2 fases mediante centrifugacion por 30
min y finalmente el liquido obtenido, fue liofilizado para su pronta purificacion.
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De la purificacion se obtuvo el acido alginico, después de remover las impurezas presentes,
ya que no solamente podriamos a ver aislado alginato de sodio el cual es el biopolimero en
interés sino también, hemicelulosa, fucanos, carbohidratos, entre otros'. Es de este modo que
se implement6 dentro del proceso de purificacion, la formacion de geles con Ca+2 (para la
selectividad del alginato) y procesos de dialisis y centrifugacion para la mayor purificacion
del alginato'. Obteniendo, de este modo, un material blanquecino, como podemos observar
en la figura 3.

Figura 2. Extraccion de alginato. (A) Materia prima, alga. (b) Tratamiento alcalino. (C)
Comparacion antes y después del alginato extraido y su purificacion. (D) Intercambio de kps,
en el proceso de purificacion.

Figura 3. Alginato extraido de la macroalga Macrocystis pyrifera.
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El rendimiento obtenido del proceso de extraccion propuesto del alga fue del 12 % para
la Macrocystis pyrifera. El protocolo propuesto permitié obtener un alginato de coloracion
blanquecina, lo que indicaria que en el proceso se pudo eliminar gran contenido de
polifenoles, presentes en el alga parda de partida. A pesar de esto, el rendimiento no fue tan
alto a comparacion de las obtenidas para otras algas ya reportadas'®'S. Esto, posiblemente
es debido, al ambiente natural, estacion de la cosecha®, entre otros factores que involucran
al entorno del crecimiento del alga. Asimismo, otro factor que influiria en el rendimiento,
serian los pasos tomados en cada etapa del proceso de extraccion, ya que cada tratamiento
es determinante y no solo involucra la extraccion del alginato, sino también la influencia en
la degradacion del mismo, debido al tratamiento de hidrolisis (acida o basica)'” que ocurre a
lo largo de la cadena del biopolimero, disminuyendo asi su masa molecular modificando las
propiedades que podria presentar, influenciadas estas por la secuencia de los bloques My G
y su proporcion M/G presente en la cadena polimérica.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER
(IR-TF)

En la figura 4 presentamos los espectros del alga de partida (Macrocystis pyrifera), el alginato
extraido (AlgM) y el alginato comercial de Sigma Aldrich (AlgC), de este modo podemos
asignar los grupos funcionales acorde a las vibraciones que presenta la figura 4. En este caso
las sefales caracteristicas del alginato mas representativas son:

Alginato AlgC

Alginato AlgM

Unidades arbitrarias (u.a)

Alga Macrocystis pyrifera

- —— — — — — —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 2. Espectro IR-TF del Alga Macrocystis pyrifera, Alginato AlgM y Alginato AlgC.
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La sefal alrededor de 3250 cm™ y 2940 cm™ correspondientes a la vibracion de estiramiento
del grupo funcional O-H y C-H, respectivamente, ambos presentes a lo largo de la cadena del
alginato. Ademas, alrededor de 1600 cm™ y 1410 cm! se observa la vibracion antisimétrica y
simétrica respectivamente, del grupo carboxilato. Entre 1300 a 1000 cm-1 podemos asociar
las senales caracteristicas de las vibraciones de estiramiento de C-C-H, O-C-H, C-O-C, entre
otros, asociados al entorno de la piranosa, siendo la mas representativa la banda 1020 cm
asociada a la vibracion de estiramiento C-O-C de la piranosa’.

Por otro lado, en el caso del espectro de la macroalga Macrocystis pyrifera, presentamos a
1540 cm™ una banda atribuida a la vibracion de estiramiento de grupo amida (N-H), esto
debido a la presencia de proteinas. Asimismo, a 1750 cm™! asignamos la sefial del grupo C=0
el cual caracteriza a la presencia de lipidos. Finalmente, a 1250 cm™ encontramos una banda
que representa a la vibracion de estiramiento del grupo S=O, caracteristico a la presencia de
otros polisacaridos presentes en el alga'®.

220

200

180

Alginato AlgC

160

140
885

945 | 812
v T Te03

120 Alginato AlgM

Unidades arbitrarias (u.a)

100

Alga Macrocystis pyrifera

1500 1000
_1)

Numero de onda (cm

— B S S,

Unidades arbitrarias (u.a)
Ry
<)
s

Unidades arbitrarias (u.a)

902

2nd Deriv
S
—
L e
g 3
] =]

2nd Deriv

1600 1400 1200 1000 800 1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)
—_— —— — —

Unidades arbitrarias (u.a)
— -

"

2nd Deriv

1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm™")

Figura 5. Espectro FT-IR y su segunda derivada en la region de la huella dactilar.
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En el entorno de la huella dactilar podriamos atribuir bandas asociadas a los bloques
homopoliméricos tanto de GG y MM. Evaluando las sefiales entre 1200 a 750 cm™ (figura
5) observamos bandas caracteristicas a 945 cm’!, la cual es asignada a las vibraciones C-O,
con contribucion de C-C-O debido a la deformacion vibracional de los residuos de los
acidos urdnicos presentes en ambos alginatos. Las bandas a 903 y 885 cm™ son asignadas
a las vibraciones de deformacion de C -H o—L-gulurénico y C -H del f~D-manuronico.
Asimismo, a 812 cm™ ambos alginatos presentan esta banda caracteristica de deformacion de
la piranosa de los bloques a—L—gulurénico’'.

Por otro lado, para evaluar significativamente las diferencias que existen en estos espectros
se procedié a realizar la 2da derivada (figura 5) para visualizar aquellas sefiales que no son
facilmente observables en el espectro comun, tales como las interacciones para cada bloque
MM y GG. Es asi que tenemos para AlgM la banda a 894 cm! la cual es caracteristica a la
vibracion de la region anomérica C -H o~L-gulurénico a diferencia de AlgC el cual presenta
una banda a 885 cm™ caracteristico a la vibracion de la regién anomérica C-H del B-D-
manurénico”!.

Ambos alginatos presentaron senales a 940 cm™', lo cual fue asignado a la vibracion de
estiramiento C-O. Finalmente, en el caso del espectro de la macroalga, podemos observar las
sefiales 2 902 cm™ y a 812 cm! caracteristicos a la deformacion de la piranosa de los bloques
a—L—guluroénico pudiendo interpretar la presencia de los bloques GG antes de llevar a cabo
el proceso de extraccion del alginato.

Por lo tanto, de los resultados obtenidos, tenemos que el AlgM y AlgC presentan diferencias
respecto a la relacion del contenido de bloques M y G ya que se han observado diferencias en
las bandas que corresponden C,-H a—L—gulurénico y C,-H del B—D-manurdnico presentes en
la cadena polimérica, los cuales seran mejor diferenciados mediante el ensayo de Resonancia
Magnética Nuclear.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR EN ESTADO SOLIDO
La figura 6 muestra el espectro de RMN 13C en estado solido del AlgM y AlgC
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Figura 6. Andlisis RMN 3C en estado sélido de AlgM y AlgC.
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Figura 7. Estructura del alginato con cada carbono enumerado.

En la tabla 1 se muestran los desplazamientos quimicos obtenido a partir del RMN "C en
estado solido de la figura 6.

*  Los grupos carboxilatos (160 — 180 ppm)

*  Puente glicosidico (90 — 110 ppm)

*  Entorno de la piranosa (50 — 80 ppm)
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Tabla 1. Asignacion de los espectros RMN 13C en estado solido de la figura 6 tomando en
consideracion la estructura del alginato mostrado en la figura 7.

Ambiente Quimico Carbonilo Anomérico Piranosa

Carbones de los grupos
manurénicos (M) y Gs M Gi M; Gy My Ms Ms Mo G Gs G

gulurénicos (G)

D. Quimico AlgC (ppm) 176,4 101,8 99.4 82,1 75,7 71,7 68,3 65,5

D. Quimico AlgM (ppm) 176,1 102,4 - 81,6 75,6 71,6 682 654

Desplazamiento Quimico

o 176,3 102,2 99,5 |828 764 71,6 684 65,5
(ppm)

Evaluando las diferencias entre AlgM y AlgC, obtenido de la tabla 1 y de la figura 7, tenemos
que la presencia de los carbones G son mas representativos en AlgM que en AlgC. Como se
ha mencionado anteriormente, el entorno entre 110 — 90 ppm evaltia los carbones presentes
en el puente glicosidico el cual determina la interaccion y la formacion de los bloques
presentes. A 102,4 ppm tenemos al carbono anomérico C,-H a~L-gulurénico que se observa
en el AlgM desplazandose esta sefial a un campo mas bajo que el que presenta AlgC a 101,8
ppm. En el espectro de este ultimo también se observa la sefial del carbono anomérico C1-H
del f—D—manurénico a 99,8 ppm indicando asi la presencia caracteristica de los bloques M,
lo que no se observa en el AlgM.

Asimismo, evaluando el entorno de la piranosa presentamos sefiales de los carbones G,-G;
los cuales son mas intensos que las sefiales de M, y M, para el AlgM, soportando asi la
propuesta que este alginato presenta un mayor % de grupos G. A diferencia de esto tenemos
que en AlgC, se presenta sefiales mas intensas alrededor de M, y M, y el pico que caracteriza
a G,-G, la sefal es casi indiferenciable.

Por ende, a partir de estos analisis podemos interpretar que la relacion M/G para el AlgM es
<1 y para el AlgC >1. De la misma manera, nos permite proponer que para el AIgM existe
un mayor porcentaje de bloques G a diferencia del AlgC. A partir de estos resultados, con el
AlgM se podria obtener materiales que se beneficien a partir de la propiedad de reticulacion
ionica a diferencia de AlgC, debido a la mayor presencia de bloques GG en la estructura del
alginato de AlgM. A pesar de ello, la presencia de bloques M a diferencia de los bloques
G, son menos reactivos y por tanto son mas estables frente a procesos de modificacion y
degradacion”™.
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CONCLUSIONES

Se logré extraer alginato sodio, el cual presentd un rendimiento del 12 %. Para el alginato
obtenido de la macroalga (AlgM) se logré demostrar la presencia de carbones y grupos que
asocian a la region anomérica del C -H a—L-gulurénico. Asimismo, el espectro del alga,
mostrd bandas a 902 cm y a 812 em! caracteristicos de los bloques G lo que indicaria que
esta macroalga es rica en grupos guluronicos a diferencia del alginato comercial (AlgC).
Finalmente, mediante los resultados obtenidos se interpretaria que la relacion M/G para
AlgM seria <1 y para AlgC >1.

Es asi que ambas técnicas (IR-TF y RMN en estado sélido) nos permiten diferenciar la
presencia de bloques M y G, asi como poder interpretar antes de llevar a cabo la extraccion
de alginato, la presencia de bloques gulurdnicos en la macroalga.
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GESTION AMBIENTAL EN LA ENSENANZA
DE LA QUIMICA ANALITICA

Elizabeth Norma Espinosa Descalzo”

RESUMEN

El objetivo del presente articulo es generar reflexion respecto al compromiso docente de
actualizarse en la problematica ambiental e introducir la asignatura Educacion Ambiental en
el desarrollo de los principales contenidos tedricos y practicos de los cursos de la Escuela
Profesional de Quimica en la formacion de futuros profesionales quienes, ademas de dominar
la ciencia, dentro de su campo y rango de accion, profundicen con el suficiente rigor, el
compromiso con el ambiente, ademas de minimizar las emisiones nocivas que sus actividades
generan, para contribuir al desarrollo sostenible. Una forma de incluir los principios de la
Educacion Ambiental, es mediante la realizacion de una gestion participativa en las practicas
de laboratorio, en base al principio de reduccion en la fuente que, ademas de ayudar en
la preservacion ambiental, puede generar beneficios econdmicos como la disminucion del
consumo de reactivos del orden del 33,33 al 80 %. Asimismo, en el orden formativo, propicia
el ejercicio del pensamiento critico del estudiante y, motiva su participacion activa como
ciudadano en cuanto a los problemas ambientales, que no solo son exclusivos al campo de
la tecnologia, ademas, tienen el encargo social de formar valores, actitudes y conductas que
influyan en las personas y grupos de su entorno.

Palabras clave: impacto ambiental, desarrollo sostenible, educaciéon ambiental, gestion
ambiental, emisiones nocivas.
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ENVIRONMENTAL MANAGEMENT IN THE TEACHING OF
ANALYTICAL CHEMISTRY

ABSTRACT

This article was written with the objective of stimulating reflection on the commitment of
teachers to be updated on environmental issues and introduce the Environmental Education
subject in the development of the main theoretical and practical contents of the Professional
School Chemistry courses on the training of future professionals. These individuals besides
of mastering science in their field and range of action, should deepen in the commitment
to the environment with sufficient rigor, besides minimizing the harmful emissions their
activities would generate in order to contribute to sustainable development. One way to
include the principles of Environmental Education is through participatory management
in laboratory practices based on the principle of source reduction which, in addition to
helping environmental preservation, can generate economic benefits such as reduction in
reagent consumption of order 33.33 to 80 %. Furthermore, it fosters the exercise of the
critical thinking of the student and motivates their active participation as a citizen in terms
of environmental problems, which are not only exclusive to the field of technology, but it
also has the social responsibility of forming values, good habits and behaviors that influence
people around them.

Key words: environmental impact, sustainable development, environmental education,
environmental management, harmful emissions.

INTRODUCCION

El uso excesivo e inadecuado de los recursos, naturales y sintéticos, como el agua y los
quimicos, causan graves alteraciones en el medio ambiente, que reducen las posibilidades de
vida en sus diversas formas, acelerando el cambio climatico, contaminando suelos, aire, agua
y ejerciendo una excesiva presion sobre las reservas naturales a una escala no sostenible. A
pesar de conocerse las graves consecuencias de tales practicas, ellas estdn muy extendidas
entre la poblacion en general, y resulta alarmante observar el despilfarro de recursos por parte
de estudiantes, profesionales, personal administrativo y hasta docentes, que mantienen una
actitud indiferente y negligente ante tal comportamiento.

Un mayor consumo de recursos hidricos y su mal uso, conduce a volimenes excesivos de
efluentes, elevando los costos de adecuacion para reuso o disposicion final, tanto para las
empresas municipales, que tratan el efluente del alcantarillado general a través de las Plantas
de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR), como para las particulares, que estan obligadas
por la legislacion ambiental peruana a tratar los efluentes generados por sus actividades
productivas, antes de su vertimiento en los reservorios de agua receptores'. Sin embargo,
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diversos sectores empresariales se acogen a prorrogas oficiales reiteradas que les permiten
seguir con las mismas practicas que han conducido a los problemas ambientales, como el
Decreto Legislativo N.° 1285 (2016), que flexibiliza la funcion fiscalizadora del Estado, de
manera que la Autoridad Nacional del Agua (ANA) ya no requiere de la previa opinion
técnica favorable de las autoridades de los Ministerios del Ambiente (MINAM) y de Salud
(MINSA) para otorgar autorizaciones de vertimiento de efluentes; esto implica que las
empresas no sean sancionadas por tener o no, autorizacion de vertimientos, evaluacion de
impacto ambiental y autorizacion de uso de agua residual, y contaran con un plazo de nueve
aflos para la adecuacion de sus vertimientos a los Estandares de Calidad Ambiental (ECA)
y limites maximos permisibles para vertimientos en el alcantarillado general (LMP); por si
fuera poco, prohibe a la ANA efectuar visitas inopinadas a titulares de las autorizaciones de
vertimientos, entre otros aspectos?.

En el &mbito cientifico educativo, la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica (FQIQ) de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), presenta determinadas limitaciones
en sus instalaciones para el desarrollo de las actividades docentes y de investigacion, de
ellas, una baja eficiencia en los sistemas de ventilacion-extraccion en el laboratorio del curso
Quimica Analitica Cuantitativa clasica, para controlar la contaminacion generada por el uso
de sustancias volatiles durante las practicas, que comprenden, el analisis de muestras de
minerales, aleaciones y otras en mayor escala, desde su disolucion con acidos fumantes, hasta
su cuantificacion, mediante procedimientos gravimétricos y volumeétricos.

Ademas, la mayoria de los métodos analiticos incluidos en las guias de practicas del curso’®,
fueron desarrollados entre 1940-1960, en laboratorios que contaban entonces con mejores
sistemas de control de emisiones, mientras que, en estos momentos, los estudiantes y docentes
de la facultad, estan expuestos a estas emisiones. En varios de los actuales métodos, se ha
observado un uso excesivo de reactivos, lo cual contribuye a incrementar la magnitud de los
impactos ambientales mencionados, con consecuencias negativas sobre la salud de docentes
y estudiantes, ademas de emplear un mayor gasto en reactivos. Desde un punto de vista
analitico, en el caso de las determinaciones gravimétricas, la solubilidad de los precipitados
es incrementada por la mayor concentracion de sales presentes, a causa de la influencia de la
fuerza idnica o efecto salino, causando resultados falsos negativos, ademas de incrementarse
los fendmenos de contaminacion de los precipitados por adsorcion, oclusion y otros*.

Considerando los aspectos legales, pedagdgicos y éticos, desarrollar las experiencias de
laboratorio en las condiciones mencionadas, no estaria contribuyendo a formar quimicos
respetuosos del ambiente, comprometidos y capacitados para asumir la responsabilidad de
reducir los impactos de sus actividades profesionales y de contribuir al logro de los objetivos
del desarrollo sostenible, lo cual deberia ser prioritario ante el cambio climatico acelerado y
el desequilibrio de los diversos ecosistemas, cuestion que pone en riesgo evidente a la especie
humana y a las diversas formas de vida que de las que depende®.

Ante esta situacion, la tesis que sustenta este articulo, ha determinado estudiar las posibles
causas de los patrones no sostenibles de consumo y la falta de compromiso de la ciudadania
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para asumir sus obligaciones ambientales, con el propdsito de contribuir a mejorar la situacion
desde su rol de educadora, interpretando el sentido y compartiendo la frase del estadista
francés Jacques Chirac (1932-2019) “Nuestro hogar esta en llamas y nosotros, mirando a
otro lado...”

Como criterio de la autora, avalado por los resultados del trabajo cientifico desplegado
en ese sentido, una posible razon para esta problematica seria la falta de sensibilizacion y
capacitacion de los profesionales de las carreras cientificas y de las diversas especialidades de
ingenieria para realizar una adecuada gestion ambiental de sus procesos mediante actividades
concretas que permitan racionalizar el uso de los recursos desde la fuente, incluyendo la
modificacion de procesos, reduccion y/o sustitucion de insumos por otros mas inocuos, reiiso
y reciclaje, entre otros’.

FUNDAMENTACION TEORICA

En el caso especifico de los estudiantes y egresados de las escuelas profesionales de quimica
e ingenieria quimica, es prioritaria una capacitacion profunda para realizar una gestion
ambiental de los procesos, dada la relacion con el uso y produccion de quimicos que provocan
la generacion de efluentes de diverso grado de toxicidad, volumen y concentracion.

Para cumplir con el objetivo mencionado, se han consultado fuentes bibliograficas diversas,
como las guias elaboradas por la American Chemical Society (ACS) en sus versiones 1990
y 2002, entre otras, cuya finalidad es promover la gestion adecuada de los desechos en los
laboratorios quimicos, el desarrollo de alternativas para reducir los volimenes de desechos
antes de la disposicion final, frente al problema de saturacion de los rellenos de seguridad
autorizados, los riesgos de fugas desde los mismos, y los probables accidentes durante el
traslado de toxicos, asi como la orientacion a los quimicos en el conocimiento de la legislacion
y las especificidades en cuanto a su cumplimiento.

Si bien, estas fuentes®?, no proponen soluciones particulares, mencionan algunas alternativas
potenciales que son usualmente realizadas en los laboratorios para el manejo de los
desechos peligrosos, en tanto que también, enfatizan la importancia y jerarquia de aplicar
el principio de reduccion en la fuente, como punto de partida para reducir la generacion de
este tipo de desechos, promoviendo ademas el reuso y reciclaje de recursos, siempre que sea
factible. En otras publicaciones sobre gestion ambiental en laboratorios de ensefianza, por
lo general, presentan recomendaciones generales'’, mas no, un procedimiento sistematico
y fundamentado para realizar la reduccion de los reactivos en los métodos estudiados,
haciéndolo mediante la reduccion de un porcentaje de algunos reactivos, o del peso de la
muestra, ademas del reemplazo de reactivos toxicos por otros menos agresivos con el medio.
Para cumplir con el compromiso ético de contribuir a mejorar la capacitacion de los
estudiantes en aspectos ambientales relacionados con el curso Quimica Analitica Cuantitativa
y de su respectivo laboratorio, se inicia las actividades experimentales con enfoque verde, a
partir del afio 2017, donde se incluyeron los fundamentos de la educacion ambiental en las
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actividades del curso, mediante charlas y actividades propias de una gestion ambiental, en
base a los principios de la Quimica Verde''. Para ello se hizo una adecuada revision teodrica
con su correspondiente parte experimental, mediante los procedimientos analiticos de la guia
de practicas del curso, considerando la trascendencia de ensefar con el ejemplo.

En las clases de laboratorio se establecio la siguiente secuencia de actividades: introduccion
sobre los principios de la educacion ambiental; explicacion de los fundamentos analiticos
del método en particular, analizando el tipo de muestra, sus propiedades, solubilidad, las
condiciones de seguridad para el manejo de los reactivos, entre otros.

Lo novedoso y a la vez necesario del disefio, es que se incorpora un analisis critico con
enfoque ambiental de cada etapa del método por desarrollar, propiciando la intervencion
general mediante las opiniones de cada estudiante. Se estima tedricamente el volumen
minimo necesario de acido para la disolucion de la muestra, aplicando la estequiometria y
suponiendo que la masa total de la muestra corresponderia a la sal anhidra del analito, dado
que no se conocen exactamente todos los componentes de la misma.

Dicha suposicion permite plantear la ecuacion quimica balanceada de la disolucion de la masa
de muestra con el acido especifico, para obtener los equivalentes gramo y/o pesos formula
gramo del analito en dicha muestra, el volumen necesario de 4cido seglin su concentracion,
controlar el exceso adecuado del acido, para asegurar una reaccion de disolucion cuantitativa
de la muestra. De la misma forma se realiza el calculo del reactivo requerido para lograr la
precipitacion cuantitativa del analito, incluyendo el exceso necesario para el desplazamiento
del equilibrio en favor del producto, en funcién de su solubilidad.

Esta actividad ha sido desarrollada por la autora en el laboratorio del curso Quimica Analitica
Cuantitativa de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la UNMSM, desde el 2017
al 2020, bajo un enfoque ambiental y formativo, con la participacion de los estudiantes de la
Escuela Profesional de Quimica de los grupos a su cargo, como tema central de la preparacion
de su tesis de maestria en Educacion, con mencion en Educacion Ambiental y aprobada e
inscrita como proyecto de tesis en la Unidad de Posgrado de la Facultad de Educacion de
la UNMSM el 13 de febrero de 2020, habiéndose revisado los métodos analiticos de las
siguientes guias de practicas del curso de los semestres 2017-1, 2018-1, 2019-1 y 2020-1 :

Determinacion gravimétrica de sulfato en yeso como sulfato de bario (guias 2018-2019).

La determinacion de silice, como parte del analisis gravimétrico de una muestra de

caliza (guia de 2020-1)

3. La disolucién de la muestra de una aleacion ternaria de niquel para la determinacion
gravimétrica de niquel en aleaciones con dimetilglioxima (guia 2018-1).

4. Determinacion gravimétrica de ion ortofosfato en fosfatos con molibdato de amonio

(guias 2019-1 y 2020-1)

N —
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Figura 1. Imagen de la investigadora, presentando tres muestras en bruto de caliza, una de
ellas finamente molida.

PARTE EXPERIMENTAL

Antes de realizar la parte experimental, se efectuaron los calculos de las modificaciones en
las cantidades y procedimientos, segun los ejemplos de calculo que son similares para los
métodos enumerados en la seccidon anterior como 1, 2 y 4.

Calculo del volumen necesario para disolver en promedio 0,15g de la muestra de yeso para
la determinacion de sulfatos; cuyo componente principal es CaSO,.2H,0 (172,14 g/pfg).
En este caso, se asume que el total de la masa de muestra corresponde a sulfato de calcio
anhidro, CaSO4, (136,14 g/pfg.) para plantear la reaccion estequiométrica de disolucion de
la muestra, que ya incluye un exceso al considerarla una sal anhidra:

CaSO, + 2HCI «—— CaCl, + 2H" + SO, =
136,14 g/pfg. 36,458 pfg. x 2=72,916 g

Calculo estequiométrico:

0,15 g/136,14 g/pfg =0,0011pfg de CaSO4 reaccionan con 0,0022 pfg. de HCI, luego si 1000
mL de HCI contienen 12 moles de HCI

V mL de HCI contienen 0,0022 moles de HCI V=10,1836 mL= 0,20 mL

Se decide emplear 1 mL de HC1 12M, el cual incluye un exceso con respecto al minimo de
0,8 mL, aproximadamente, considerando que la masa de muestra podria variar entre 0,12 y
0,20 g. y contener otros constituyentes de menor pfg. que consuman acido, ademas de las
posibles pérdidas por evaporacion durante la disolucion.

Para minimizar las emisiones de cloruro de hidréogeno gaseoso al verter el HCl 12M
necesario por muestra, un solo estudiante prepara 200 ml de HCI 6M, del que, cada uno,
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extrac 2 mL. /muestra, el cual, podria diluirse a 3 M, dado que se agregan 25 mL de agua
destilada como parte del medio para este proceso, reduciéndose proporcionalmente el agua
por agregar. La temperatura 6ptima de disolucion de la muestra estuvo alrededor de los 50-
60°C, dada la curva de solubilidad del sulfato de calcio dihidratado (CaSO,.2H,0) a 25°C
del orden de 0,2358 g/100 mL, alcanzando su mayor solubilidad en agua a 58°C y después
decae'?; siendo soluble en acido clorhidrico diluido. Al disolverse a una temperatura entre
50-60°C se previenen las pérdidas de HCI por volatilizacion, reduciendo las emisiones al
ambiente durante la disolucion de la muestra. Igual procedimiento se ha generalizado para el
calculo del 4cido necesario por muestra y para cada método, dejando de usar y medir acidos
concentrados y en exceso. En las muestras con contenidos considerables de hierro, aluminio,
manganeso u otras sales hidrolizables, se debe emplear un mayor exceso de acido diluido
para prevenir la hidrolisis. Una vez disuelta la muestra, se neutraliza el exceso de acido con
amoniaco (NH,) gastando entre 0,7 y 0,8 ml de NH, 15M, aproximadamente; luego se agrega
el acido necesario para ajustar a un pH cercano a 0,3 un volumen de 100 mL, acondicionando
el medio para la precipitacion con cloruro de bario al 3 % cuyo volumen se estima a partir de
los 0,0011pfg de ion sulfato:

SO, = + Ba® —  BaSO, (s)

0,0011 pfg. 0,0011 pfg

Cilculo del volumen de solucion de BaCl,.2H,0 al 3 %; 100 mL de solucion de BaCl,.2H,0
contienen 3 g de la sal=3/244,28 g/pfg=0,01228 pfg

Segun la guia, se agregan 15 mL de la solucion, equivalente a 0,001842 pfg, que representa
un exceso de 0,000742 pfg = 0,18 g de cloruro de bario, en porcentaje 67,47% mientras que
con 10 mL de igual solucion, se obtienen 0,0015 pfg de Ba*? cuyo exceso se ha considerado
suficiente: es mayor que 11,65 % dado que se parte del supuesto de sal anhidra y por la baja
solubilidad del precipitado de BaSO,, la cual, en HC1 0,3 M es de 2,9mg/100mL, medio 4cido
necesario para reducir la contaminacion del precipitado.

En la revision de la determinacion de silice del analisis gravimétrico de una caliza, se redujo
el volumen de acido de la forma mencionada, ademas de modificar el procedimiento: No se
lleva a sequedad con el acido clorhidrico (2 veces) para deshidratar el material no soluble en
el acido, en su lugar, se realiza el ataque de la muestra de caliza en condiciones moderadas
de temperatura, dado que los carbonatos como el de calcio y magnesio, son solubles en estas
condiciones en el acido usado y, solo se filtra el material no disuelto.

En el método “determinacion gravimétrica de niquel en aleaciones con dimetilglioxima”,
la disolucion de la muestra de una aleacion ternaria de niquel resulta ineficiente de la forma
indicada en la guia de practicas: “se agregan 15 mL. de HCI 1:1, se calienta suavemente,
hasta disolver, se agregan 3 mL. de acido nitrico, HNO3 1:1 y se continua calentando hasta
eliminar vapores nitrosos” Lo que sucede es que el HCl se volatiliza sin disolver la muestra,
dada la caracteristica inercia de este tipo de aleaciones. Pero si se agrega la mezcla de los
acidos diluidos clorhidrico y nitrico simultaneamente, se logra un proceso ecoeficiente de
disolucion.
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En la determinacion gravimétrica del ion ortofosfato en un mineral fosfatado con molibdato de
amonio, se asume como componente principal al fosfato tricalcico, y por la posible presencia
de componentes con menor peso formula gramo que dicho fosfato, asi como pérdidas por
volatilizacion durante la disolucion y reacciones colaterales, se considera un volumen de 2
mL. de HNO, 16 M, empleando 4 ml del diluido 1:1 (8M) en su reemplazo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las tablas siguientes, comparan el consumo de reactivos por cada estudiante, que se indica en
la guia de practicas, con las mejoras realizadas, en los métodos analiticos estudiados.

Tabla 1. Consumo de reactivos empleados en la determinacion gravimétrica de sulfato en
yeso como sulfato de bario, segun la guia de practicas vigente, P1 y de acuerdo a la propuesta
de mejora, P2. Masa de muestra promedio 0,15 g en ambos casos.

Funciéon del Reactivo Pl P2 Ahorro  Ahorro %
reactivo vol. mL

Disolver la HCI 5 mL. 1 mL 4 mL 80
muestra 12M

Neutralizar NH3 4 mL 0,7mL. 33mL 82,5
excesode  15M Aprox.  Aprox.

acido

Ajuste de HCI12M 2 mL 2mL 0mL 0

pH

Agente BaCl, al 15mL 10 mL SmL 33,33
precipitante 3 %

Tabla 2. Consumo de reactivos para la determinacion de material insoluble en acido incluido
en el analisis de una muestra de caliza. De acuerdo a la guia actual P3, segun la propuesta, P4.
Masa promedio de muestra 0,5 g. Reduccion de acido y modificacion del procedimiento.

Funcion Reactivo  P3 P4 Ahorro en  Ahorro %
del reactivo vol. mL reactivos

Disolverla HCI6M 10 mL 4 mL 6 mL 60
muestra

Deshidratar HCI 6M 11,2mL  OmL 11,2 mL 100

acido

silicico

Neutralizar NH3; 15M  0,8-1mL  0,8-1 mL 0mL 0
exceso HCI
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Tabla 3. Consumo de reactivos en la disolucion de 0,1 g de una aleacion ternaria de niquel
(alpaca, Zn, Cu y Ni), en el método determinacion gravimétrica de niquel en aleaciones con
dimetilglioxima, segun procedimiento de la guia, P5 y segtin propuesta P6.

Funcién Reactivo P5
del reactivo vol. mL

P6

Ahorro en  Ahorro %
reactivos

Disolverla  HCI

15mL

Mezcla Evita

la 100 % de

muestra 1> 6 M de HCl y pérdidade tiempo
adicion HNO; en HCI de la

1? adiciéon  1* adicion
Disolverla HCI 10 mL 0 mL 10 mL 100
muestra2®* 6M
adicion
Disolverla HNO; 3mL 3 mL 0 mL 0
muestra SM

Tabla 4. Consumo de reactivos en la determinacion gravimétrica de ion ortofosfato con
molibdato de amonio, segin procedimiento de la guia, P7 y segun propuesta P8. Peso de
muestra 0,2 g en ambos casos.

Funcién del Reactivo P7 P8 Ahorro Ahorro %
reactivo vol. mL

Disolver la HNO; 5 mL 2mL 3mL 60
muestra 16 M

Neutralizar NH3; 15M 4 mL 1 mL 3mL 75
exceso de Aprox. Aprox.

acido

Ajuste de HNO; 0,5 mL 0,5 mL 0 mL 0

pH 16M

Tabla 5. Resultados analiticos, determinacion gravimétrica de sulfato.

Semestre 2017-1 2018-1 2019-1 2019-1
Procedimiento Guia Propuesto  Propuesto  Guia
Docente Espinosa  Espinosa  Espinosa  Rodriguez
53,31 52,04 54,33 56,35
54,38 56,20 55,50 51,93
51,72 47,24 53,79 51,18
55,13 61,42 54,38 56,98
43,96 55,23 55,39 54,77
53,62 53,64 53,78 54,15
59,64 55,35 56,80 56,44
53,11 54,26 54,38 57,88
Promedio 53,11 54,42 54,79 54,96
?szzifr‘o“ 43800  3,9918  1,0332 24169
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DISCUSION DE RESULTADOS

1.- Respecto a los métodos estudiados y optimizados en el presente, los estimados tedricos de
volumenes de acidos para disolver las muestras, han estado dentro de lo esperado, habiéndose
comprobado experimentalmente en la practica, dado que se sustentan en la estequiometria
y la suposicion de asumir la composicion de la muestra como la de su sal anhidra. Los
resultados de la tabla 5 corresponden a muestras de yeso analizadas por los estudiantes desde
el 2017, siguiendo el procedimiento de la guia tradicional, y en 2018 y 2019 aplicando ambos
procedimientos, (el de la guia y los propuestos), se puede ver que los mejores resultados
(menor desviacion) corresponden a 2019-1 optimizados en base a las experiencias anteriores.
Los resultados de los métodos 2, 3 y 4 se consideran preliminares, en vista que corresponden
a un solo semestre y a un grupo, no se han presentado, por no disponerse de resultados
referenciales de los otros grupos, quedando pendiente continuar con estos ensayos.

2.-Se han logrado minimizar las emisiones de cloruro de hidrogeno, gases nitrosos y
amoniaco en todas las operaciones de las practicas, al emplear acidos diluidos, de manera
que, al manipularlos no se liberen vapores al ambiente, incluyendo el proceso de disolucion
realizado en condiciones de temperatura minima, basado en la curva de solubilidad del
sulfato de calcio (solubilidad maxima en agua 58°C). Disolviendo a temperaturas entre 50-
60°C se minimizan las pérdidas de HCI por volatilizacion. Igualmente, en la determinacion
de fosfatos con 4acido nitrico y de la aleacion ternaria de niquel que no se solubiliza sélo
en HCI, ya que requiere de la mezcla de acidos HCl y HNO3 diluidos, desde el inicio del
proceso, evitandose agregar mas HCI para reponer las pérdidas, ademas de reducir el tiempo
de disolucion en un 100 %.

3.-Al reducir los acidos para disolucién de muestras, en porcentajes entre 60y 80 %, se logra
ahorrar en la neutralizacion de los acidos en exceso, con hidroxido de amonio NH3, alrededor
del 80 % de éste y, ajustar el pH para prevenir las interferencias y minimizar los fenomenos
de contaminacion de los precipitados.

4.-Ademas, al emplear menos acidos y amoniaco, se reduce la concentracion salina en el licor
madre, disminuyendo las consecuencias desfavorables del “efecto salino” para las técnicas
gravimétricas, dado que incrementa la solubilidad y los fenomenos de impurificacion de los
precipitados.

5.-Asimismo, la disminucion de sales, favorece un proceso de filtracion y lavado del
precipitado y papel de filtro mas eficiente, debido a la menor viscosidad del licor madre al
tener menos solidos disueltos, se reduce el tiempo de filtracion y lavado al 50 % del tiempo.
6.-De acuerdo con la guia de practicas, en la disolucion del mineral fosfatado con acido
nitrico, puede quedar un residuo insoluble, el cual se filtra sin realizar un tratamiento adicional
para disolver los materiales poco solubles; mientras en el caso de la caliza, se recurre a
llevar a seco dos veces con HCI para deshidratar el acido silicico liberado, empleando mas
HCI y tiempo. Dado que, el objetivo del analisis es disolver la caliza para determinar su
pureza como CaCO3, y su rendimiento en la produccion de cal (CaO) por kg de la misma, se
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propone filtrar los insolubles sin mayor tratamiento que la disolucion inicial, lo cual ahorra
reactivos, tiempo, y contribuye positivamente a reducir el impacto ambiental.

CONCLUSIONES

El procedimiento propuesto, es una forma sistematica para estimar los requerimientos
minimos de reactivos en un método analitico y, puede ser aplicado para optimizar, desarrollar
e implementar diversos métodos analiticos, disminuir costos en reactivos y reducir los
impactos ambientales que implica un consumo mayor del necesario.

También, el conocimiento adquirido permite a los estudiantes comprobar la validez de los
estimados teodricos, ademas de demostrarles que es posible “hacer mas con menos”: ser eco
eficientes, cuestion que permite realizar una gestion ambiental adecuada, que, como futuros
profesionales quimicos, incidira en disminuir los impactos de las actividades productivas en
las que participe, contribuyendo, entre otras cosas, al cuidado de la salud publica.

Por otra parte, es posible reducir sustancialmente la emision de gases y vapores durante las
practicas, al realizar cambios sencillos, como usar acidos diluidos en lugar de concentrados,
realizar las operaciones en condiciones mas suaves y eficientes, sin mayor inversion de capital,
traducidas en ahorro que podria ser invertido en mejorar las instalaciones del laboratorio,
referidas anteriormente.

Mediante los resultados de los estudios que se han mostrado, la autora demuestra la necesidad
de impartir educacion ambiental transversalmente, en todos los cursos, tanto teéricos como
practicos, con enfoque en el conocimiento de los problemas reales de cada campo profesional
como un aspecto esencial para promover la formacion integral de profesionales que sean
agentes de cambio, y lideres capaces de asumir su responsabilidad ambiental en el ambito de
las actividades educativas y su proyeccion hacia las productivas.
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REUSO EN PROCESOS DE BLANQUEO TEXTIL DE
LOS EFLUENTES PROVENIENTES DE TINTURAS CON
COLORANTES REACTIVOS NEGROS DECOLORADOS

MEDIANTE EL METODO DE FENTON

Carmen L. Uribe Valenzuela™, Melissa J. Caballero Bustos?,
Percy O. Cardenas Torres®, Emilia G. Hermoza Guerra®

RESUMEN

Se reusaron efluentes textiles provenientes de tefiidos negros reactivos, decolorados por
el método de oxidacion avanzada Fenton en procesos de blanqueo de fibra celulésica por
agotamiento. Se recolectaron efluentes textiles provenientes de dos tefiidos reactivos negros:
Corafix Black SD y Corazol Black B 133 %, simulados y reales, para ser decolorados con
el tratamiento Fenton. Se monitore6 la decoloracion usando espectrofotometria UV-visible,
se determinaron las proporciones optimas de reactivo Fenton (sal de Fe (IT) (g)/H,O, (mL)):
0,0156 g/mL y 0,0251 g/mL con un tiempo de reaccion de 90 minutos y pH optimos de
tratamiento de 3,70 y 3,88 para los efluentes textiles provenientes de tefiido con colorantes
Corafix Black SD y Corazol Black B 133%, respectivamente. Los efluentes tratados se
caracterizaron, adecuaron y usaron en el blanqueo de tejidos celuldsicos. Se obtuvo textiles
con un grado de blancura de 74,73 °Be y 73,41 °Be, similares al sustrato blanqueado con agua
blanda (76,61°Berger). Se compararon: las curvas de reflectancia con el espectrofotometro
Datacolor SF550, hidrofilidad y capilaridad segin métodos normalizados. Finalmente se
concluyd que el tratamiento Fenton es viable para este tipo de efluentes negros reactivos,
pues se obtuvieron sustratos blanqueados con propiedades similares al blanqueo con agua
blanda.

Palabras clave: efluente textil, Fenton, blanqueo quimico, colorante reactivo.

* Escuela Profesional de Ingenieria Textil de la Facultad de Ingenieria Quimica y Textil, Universidad Nacional de
Ingenieria, Av. Tapac Amaru 210, Lima 25, Pert, curibe@uni.edu.pe

® Escuela Profesional de Ingenieria Quimica de la Facultad de Ingenieria Quimica y Textil, Universidad Nacional
de Ingenieria, Av. Tipac Amaru 210, Lima 25, Peru.
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REUSE IN TEXTILE BLEACHING PROCESSES OF EFFLUENTS
FROM DYEING WITH REACTIVE BLACK DYES DECOLORED
BY THE FENTON METHOD

ABSTRACT

Textile effluents from reactive black dyes, decolorized using the advanced Fenton oxidation
method, were reused in cellulosic fiber exhaustion bleaching processes. Textile black
reactive effluents were collected, provided from two recipes of reactive blacks; Corafix
Black SD (Black SD) and Corazol Black B 133 % (Black 5), simulated and real, due to
being decolored by the Fenton treatment. The discoloration was monitored using UV-
visible spectrophotometry, the optimal proportions of Fenton reagent (Fe (II) salt (g) / H,0,
(mL)) were determined: 0,0156 g/ mL and 0,0251 g / mL with 90 minutes of reaction time,
and optimal treatment pH of 3,70 and 3,88 for textile effluents from dyeing with Corafix
Black SD and Corazol Black B 133 % dyestuffs respectively. The discolored effluents were
characterized, adequated, and used in bleaching of cellulosic fabrics. Textiles with a degree
of whiteness of 74,73 °Be and 73,41 °Be were obtained, similar to the substrate bleached
with soft water (76,61 °Be). The reflectance curves were compared with the Datacolor SF550
spectrophotometer, hydrophilicity and capillarity according to standardized methods. Finally,
it was concluded that the Fenton treatment is viable for this type of reactive black effluent
since bleached substrates with properties similar to bleaching with soft water were obtained.

Key words: textile effluent, Fenton, bleaching, reactive dyestuff.

INTRODUCCION

La industria textil es uno de los sectores productivos de mayor consumo de agua,
consumiendo desde 30 a 150 L/kg material textil acabado'. Actualmente, las normativas
medioambientales, la escasez y el encarecimiento del recurso hidrico obligan al ahorro de
agua en los procesos textiles. Las tintorerias textiles aparte de consumir altos volimenes de
agua, generan efluentes con distintas concentraciones de colorantes y quimicos, los cuales
ocasionan impactos negativos al ambiente si no son gestionados adecuadamente antes de
verterse al alcantarillado y posteriormente a los rios y océanos.

Los colorantes reactivos son los mas usados para el tefiido del algodon y generan efluentes
problematicos debido al bajo poder de agotamiento y fijacion en la fibra. El colorante no
fijado se encuentra en altas concentraciones en los efluentes textiles?, por consiguiente, es un
efluente no soélo dificil de tratar sino también de reusar.

Los procesos de oxidacion avanzada son aquellos tratamientos terciarios que usan oxidantes
(quimicos) para reducir los niveles DQO/DBO, y para separar los componentes organicos
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y los componentes inorganicos oxidables®. El método Fenton es uno de los tratamientos de

oxidacion avanzada que ha mostrado buenos resultados para la decoloracion de colorantes
3 4

azoicos*.

Se seleccion6 el método Fenton para la decoloracion ya que es uno de los procesos mas
econdmicos y efectivos, que consiste en la adicion de sales de hierro en medio acido para
promover la descomposicion catalitica del peroxido de hidrégeno en radicales hidroxilo HOe,
los cuales son capaces de oxidar la materia organica y los compuestos inorganicos, tales
como sulfuros presentes en el agua residual®.

Entre los procesos textiles de mayor importancia se encuentra el ennoblecimiento textil que
abarca: teflido, estampados y acabados. Entre los procesos previos al tefiido tenemos uno
de los mas empleados en la industria textil: el blanqueo con peréxido de hidrégeno, que
tiene por objetivo remover las impurezas, pigmentos naturales del sustrato y conferir una
hidrofilidad que le permita al textil ser tefiido sin inconvenientes. El enfoque del proyecto se
basé en este proceso ya que es uno de los procesos fundamentales para cualquier tratamiento
de tefiido y/o ennoblecimiento textil.

PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimental fue realizada en los laboratorios de las Escuelas Profesionales de
Ingenieria Quimica e Ingenieria Textil de la Universidad Nacional de Ingenieria, debido al
enfoque multidisciplinario de la investigacion esta fue estructurada en dos etapas.

Primera etapa: Decoloracion del efluente textil

Consistio en el tratamiento quimico de los efluentes textiles, considerando como variable
la dosificacion del reactivo Fenton (Fe*/H,0,), y como parametros fijos la velocidad de
agitacion (rpm) y la temperatura. Las caracteristicas de los efluentes textiles reales (ER)
provenientes del proceso de tefiido con los colorantes reactivos Corafix Black SD (Black SD)
y Corazol Black B 133% (Black 5) fueron las siguientes, DQO: 1337,5 mg/L y 3525,0 mg/L,
pH: 11,46y 12,60, respectivamente. Los espectros UV-vis de ambos efluentes se muestran en
la figura 1, fueron obtenidos con un espectrofotometro UV-visible Shimadzu 1601.
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Figura 1. Izquierda. (a) Efluente real del colorante reactivo Corafix Black SD, (b) Efluente
real del colorante reactivo Corazol Black B 133 %. Derecha. Espectros UV-vis de los
efluentes reales (ER) de los colorantes Black SD y Black 5 diluidos 2:250.

La decoloracion de los colorantes negros reactivos se realizé en medio acido. La acidificacion
del efluente real a tratar se hizo con H,SO, 18M. En pruebas preliminares se comprobo la
decoloracion de los efluentes textiles simulados al aplicar el tratamiento Fenton a pH=2,83*.
Este pH sirvié como punto inicial para aplicar este tratamiento a los efluentes reales y ensayar
el blanqueo de sustratos textiles con el efluente tratado. El pH fue ajustado hacia valores
mayores hasta lograr un grado de blanco aceptable en sustratos textiles, encontrandose los
siguientes valores optimos: pH=3,70 para el colorante Black SD y pH=3,88 para el colorante
Black 5.

La dosificacion de reactivo Fenton (peroxido de hidrégeno grado industrial al 50 % y sulfato
ferroso heptahidratado al 99,5 %) se determiné en base al DQO segiin Rodriguez et al.®. El
efluente tratado se neutralizé con NaOH 9M a fin de formar y precipitar el hidréxido férrico,
el cual fue separado mediante filtracion al vacio.

Tratamiento 6ptimo

Se escald hasta 200 mL de efluente textil real con peroxido de hidrogeno al 50 % de grado
industrial, la velocidad de agitacion fue de 150 rpm y tiempo de tratamiento de 90 min en un
equipo agitador orbital. En la tabla 1 se muestra la caracterizacion antes del tratamiento y las
tres dosis de reactivo Fenton ensayadas para los dos tipos de efluentes textiles reales con los
colorantes reactivos. Para el efluente del colorante Black SD las pruebas preliminares A, B
y C se denominaron PP1A, PP1B, PP1C; mientras que para el efluente del colorante Black 5
las pruebas 1, 2 y 3 se denominaron: P1, P2 y P3.
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Tabla 1. Caracterizacion de los efluentes reales que contienen colorantes reactivos negros
antes del tratamiento y dosificacion del reactivo Fenton para 200 mL de efluente.

Colorante Black SD Colorante Black 5
PPIA  PPIB PPIC P1 P2 P3
pH inicial 11,46 11,46 11,46 12,60 12,60 12,60
Conductividad (mS) 132,1 132,1 132,1 116,6  116,6 116,6
ORP (mV) -63,3 -63,3 -63,3 -75,5 -75,5 -75,5
pH acondicionado 3,70 3,70 3.70 3,88 3,88 3,88
Masa de FeSO4.7H»0(g) 1,00 0,292 0,280 0,23 0,47 0,75
H20,50 % V/V (mL) 20,00 18,70 14,00 18,70 18,70 18,70
Sal de Fe (II) (g) / H2O2 (mL) 0,050  0,0156 0,020 0,0123 0,0251 0,0401

Segunda etapa: Retso

Se caracterizaron el efluente textil tratado por el tratamiento Fenton y el sustrato textil de
algodon crudo. Se defini6 la receta y la curva de proceso para los ensayos de blanqueos con
los efluentes tratados. Finalmente, estos sustratos blanqueados fueron comparados respecto
al sustrato blanqueado con agua blanda, denominado blanco estandar, mediante normas y
lecturas en el espectrofotometro de reflectancia.

Caracterizacion del efluente tratado

Se determinaron las siguientes caracteristicas de los efluentes tratados por el tratamiento
Fenton: Residuos no volatiles (NVR), pH, dureza (ppm de Ca** y ppm de Mg?*) para cada
uno de los efluentes provenientes de tinturas reactivas con los colorantes Black SD y Black
5. Estas caracteristicas estan ligadas al rendimiento del blanqueo de algodén y su evaluacion
permite asegurar la viabilidad del proceso de blanqueo a partir de estos efluentes tratados,
esto se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los efluentes textiles tratados antes de su aplicacion en
procesos de blanqueo.

Residuos no n Dureza Fe
Procedencia del efluente volatiles (NVR) p (ppm) (ppm)
Corazol negro B 133 % (Black 5) 11,55 7,50 11,37 5,63
Corafix negro SD (Black SD) 11,10 7,32 10,53 3,77

Caracterizacion del sustrato textil

Se selecciond un sustrato estandar de fibra celulésica: tejido crudo de ligamento jersey, titulo
30/1 Ne, de composicion 100 % algodon y gramaje 141 g/m? En la tabla 3 se muestran las
caracteristicas del tejido crudo que se us6 en las pruebas de blanqueo a nivel laboratorio con
agua blanda y con el efluente tratado con reactivo Fenton.
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Tabla 3. Caracteristicas del tejido crudo de algodon antes del proceso de blanqueo.

Caracteristica Meétodo de ensayo- Norma  Valor obtenido
pH de extraccion de latela ~ AATCC 81-2012 8,14

Hidrofilidad AATCC 79-2014 mayor a | hora
Capilaridad AATCC 197-2013 0 cm en 30 min

Proceso estandar de blanqueo quimico del algodon
Se determino la receta del blanqueo de algodon por agotamiento, tabla 4, la cual fue usada
en todos los ensayos.

Tabla 4. Receta del proceso blanqueo quimico del algodon por agotamiento.

Producto Funciéon Concentracion
Blanqueo quimico (98°C, 45 min):

Goldpal DNF-EL Detergente /Humectante 1,00 g/L
Goldwhite SB2 Estabilizador de H,O> 2,00 g/L
Peroxido de hidrogeno 50 % Agente oxidante 4,00 %
Hidroxido de sodio 50°Be Alcali 2,00 g/L
Neutralizado (50°C, 10 min):

Acido acético 100 % Acido 1,00 g/L
Eliminacion de residual de peréxido de hidrégeno (40°C, 10 min):

Goldgreen BIO-P Degradacion del oxidante 1,00 %

En la figura 2 se detalla la curva estandar del proceso de blanqueo quimico para el algodon
usado tanto para el blanco estandar como para los blanqueos con los efluentes textiles tratados.

110
o ,
100 98°C 45 Enjuague
caliente
90 H,0, L
o . .
z 80 80 C 1'
<
o
2 70| NaOH
< o .
« Auxiliares Eliminacion
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Figura 2. Curva estandar del proceso de blanqueo quimico de algodon.
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Se realizaron las pruebas del proceso de blanqueo por agotamiento en la maquina de tefiido
con agitacion vertical con glicerina como medio de calentamiento ubicada en el Laboratorio
24. Posteriormente se evaluo el blanqueo estandar y los blanqueos a partir de los efluentes
textiles tratados en la cabina de luces de manera visual bajo Iuz D65 e instrumentalmente con
el espectrofotometro de reflectancia Datacolor SF 550. Se evaluaron caracteristicas fisicas
tales como: igualacion, hidrofilidad, capilaridad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Decoloracién con método Fenton

Las pruebas preliminares de decoloracion de los efluentes textiles simulados mediante el
método Fenton, permitieron establecer un punto de partida para los ensayos de decoloracion de
los dos efluentes reales de tinturas de celulosa con colorantes reactivos usados en la industria
textil: Black SD y Black 5. Al realizar los ensayos de blanqueo con los efluentes reales
tratados a pH=2,8** se obtuvo un grado de blanco Berger no satisfactorio en los sustratos
celulésicos comparados con el blanco estandar con agua blanda (76,61°Be). Tomando en
cuenta la experiencia de otros autores®'*!? se ajusto el pH a valores mayores y se encontr6 los
siguientes valores optimos: pH=3,70 y pH=3,88 para Black SD y Black 5 respectivamente.
En la tabla 5 se listan seis investigaciones con valores de pH>2,8 para tratamientos Fenton
aplicados a colorantes reactivos donde se lograron resultados aceptables en la remocion del
color y en la reduccion de la DQO.

Tabla S. Colorantes reactivos para celulosa tratados con el reactivo Fenton a distintos
valores de pH 6ptimos.

Colorante pH Fuente
optimo

Amarillo 160, Azul 81, Rojo 190 3,50  Teran, Posligua & Banchén, 2015
Reactive Black 5 3,0-3,5 Meric, Kaptan & Olmez, 2004’
Reactive Black 5 4,00  Ribeiro, Andrade & Toshio, 2015"
Reactive Blue 15 3,15  Clemente, 2008"
Reactive Blue, Sunfix Ruby, Yellow 3,50  Gutierrez, 2015"
Reactive Black 5 3,00 Lucas & Peres, 2006"

Se puede decir que al ser un efluente textil real un sistema multicomponente, el valor
recomendado de pH=2,8 para evitar la formacion y precipitacion del Fe(OH), no es
necesariamente el mejor, pues pueden hallarse algunos componentes que estabilicen a la
especie Fe* apH mayores. En el caso de hierro inmovilizado en films de acetato de celulosa del
grupo de Ribeiro'’ se alcanzé un pH=4 sin precipitacion de Fe(OH),. Realizar el tratamiento
Fenton a pH mayores que 2,8 es ventajoso para los casos en estudio porque al llevarlos a la
escala industrial significaria un ahorro de reactivos en el proceso de acondicionamiento de
los efluentes textiles cuyo pH inicial es mayor que 11.
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Se procedid a la neutralizacion y filtracion de los efluentes textiles tratados para retirar las
especies de hierro, indeseables en el blanqueo quimico de fibra celuldsica. Se not6é un color
amarillo palido en el efluente real tratado del colorante Black 5, mas no en el colorante
Black SD, esto podria estar asociado al mayor contenido de hierro remanente luego de la
precipitacion por neutralizacion (ver tabla 2). En la tabla 6 se muestra la caracterizacion de
los efluentes tratados segun las condiciones Optimas de pH y dosificacion de reactivo Fenton.
Se puede observar que los valores de ORP son positivos lo que estd en relacion con el poder
oxidante del peroxido de hidrogeno remanente.

Tabla 6. Caracterizacion de los efluentes reales después del tratamiento Fenton
(90min), luego de neutralizar y filtrar.

Prueba Black SD Prueba Black 5
PP1A PP1B PPIC P1 P2 P3
pH final (neutralizado) 7,32 7,32 7,32 7,02 7,27 7,44
Conductividad (mS) 120,4 117,5 117,7 118,9 123,5 126,8
ORP (mV) 261,6 250,8 165,6 84,2 312,7 2949

También se obtuvieron los espectros UV-visible que se muestran en las figuras 3 y 4, colorante
Black 5 y Black SD, respectivamente. Se aprecid una notable disminucion de la absorbancia al
comparar los espectros UV-vis del colorante Corazol Black B 133 % (Black 5) antes y después
del tratamiento de decoloracion (figura 1 derecha y figura 3), esto a causa del rompimiento de
enlaces por la oxidacion de la materia organica. El punto éptimo de tratamiento se asigno al
de minima absorbancia, que fue la prueba P2 (figura 3) con una relacion de reactivo Fenton
(sal de Fe (I) (g) / H202 (mL)) de 0,0251 g/mL a un pH acondicionado de 3,88.
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0.020 E }‘ -
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\\,' / P3
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Figura 3. Espectros UV-vis del efluente real después del tratamiento Fenton del colorante
Corazol Black B 133 % (Black 5) para las pruebas P1, P2, P3 diluidos 2:25, respectivamente.
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En la figura 4 del analisis del espectro obtenido del colorante Corafix Black SD (Black SD)
después del tratamiento de decoloracion y en comparacion con su espectro inicial (figura
1, derecha), también se observo una disminucion apreciable de la absorbancia llegando a
valores menores al 0,01 en el rango visible, resultando 6ptimo el tratamiento con una relacion
de reactivo Fenton (sal de Fe(Il) (g) / H202 (mL)) de 0,0156 g/mL, correspondiente a la

prueba PP1B a un pH acondicionado de 3,70.

Carmen L. Uribe Valenzuela, Melissa J. Caballero Bustos, Percy O. Cardenas Torres...
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Figura 4. Espectros UV-vis del efluente real después del tratamiento Fenton del
colorante Corafix Black SD (Black SD) usando H202 50 % industrial para las pruebas

Se observa en la zona ultravioleta de las figuras 5 y 6, un cambio en el perfil del espectro de los
efluentes reales tratados respecto a los iniciales y la existencia de un pico remanente después
del tratamiento Fenton en las condiciones optimas. Se infiere que hay una mineralizacion
incompleta, esto debido a que existe la inhibicion del Fe(IIl) con H202, lo que dificulta la
formacion de *OH, pudiéndose formar complejos de iones de hierro cuando se alcanzan pH

PP1A, PPIB, y PPIC.

menores a 2,5 al terminar el tratamiento.>*
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Figura 5. Espectros UV-vis del efluente real antes (ER Black 5 diluido 2:250) y después del
tratamiento (ERT Black 5 diluido 2:25) Fenton del colorante Corazol Black B 133 %.
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Figura 6. Espectros UV-vis del efluente real antes (ER Black SD diluido 2:250) y después del
tratamiento (ERT Black SD diluido 2:25) Fenton del colorante Corafix Black SD.

Retiso de efluentes en procesos de blanqueo quimico por agotamiento

Posterior al proceso de blanqueo quimico a partir efluentes reales tratados con diferentes
dosis del proceso Fenton se obtuvieron los siguientes resultados para el blanqueo a partir de
efluentes decolorados del colorante Black 5 que se muestran en la tabla 7. Las pruebas de
blanqueo Pi N°1 y Pi N°2 fueron las pruebas iniciales a partir de un volumen de 50 mL. En el
tercer grupo de pruebas se realizo un blanqueo con la dosificacion Fenton ajustada de 0,0251
g/mL, segun la tabla 1, para el colorante Black 5. Para demostrar su reproducibilidad se
repitio 3 veces el mismo blanqueo y se evidencio que fue la mejor dosificacion al obtener el
tejido de algoddn con el mejor grado de blanco (73,41°Be) y se le denomind prueba Pi*N°3.
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Tabla 7. Grado de blanco Berger (°Be) de los tejidos de algodon blanqueados a partir de
efluentes textiles decolorados del Corazol Black B 133 % (Black 5) y el blanco estandar.

Prueba L C h Grado de Blanco (°Be)
Estandar 93,23 6,24 90,76 76,61
PiN°1 83,38 8,11 75,02 54,36
PiN°2 83,38 8,11 75,02 50,04
Pi*N°3 92,26 3,39 95,01 73,41

Se obtuvieron las graficas de las curvas espectrales de reflectancia a lo largo del rango de
longitud de onda del espectro visible para las pruebas iniciales (Pi) ensayadas en un volumen
de 50 mL a partir de una dosificacion inicial de Fenton, la cual no dio resultados positivos ya
que persistio la coloracion en el agua tratada. No se logré el grado de blanco y los resultados
de capilaridad e hidrofilidad fueron minimas en los tejidos y casi inexistentes ya que un textil
al ser sometido a un proceso de blanqueo tan enérgico como éste debio presentar propiedades
optimas de capilaridad e hidrofilidad. La dosificacién Fenton ajustada dio un mejor grado
de blanco y un acercamiento al color del blanco estandar, esto se puede apreciar en la curva
de reflectancia mostrada en la figura 7, determinandose al tejido blanqueado prueba Pi*N°3
como el mas proximo al blanco estandar.

Curva de reflectancia de los sustratos blanqueados a partir del colorante
reactivo black 5

® Pi* N°3 @ Blanco Estandar a4 PiN°1 = PiN°2
84
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Figura 7. % Reflectancia vs. Longitud de onda (nm) de los tejidos de algodon
blanqueados a partir de efluentes decolorados del colorante reactivo Corazol Black B
133% (Black 5) y el blanco estandar.

Posterior al proceso de blanqueo a partir efluentes reales decolorados del colorante Black
SD tratados con diferentes dosis de Fenton se obtuvieron sustratos textiles blanqueados
mostradas en la tabla 8. La muestra textil denominada PP B es la que presenta el mejor grado
de Blanco (74,73°Be) y se obtuvo con el efluente tratado con dosificacion Fenton ajustada de
0,0156 g/mL segun la tabla 1 para el colorante Black SD.
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Tabla 8. Grado de blanco Berger (°Be) de los tejidos de algodon blanqueados a partir de
efluentes textiles decolorados del Corafix Black SD (Black SD) y el blanco estandar.

Prueba L C h Grado de Blanco °Be
Estandar 93,23 6,24 90,76 76,61
PPi 1 80,44 8,99 89,33 61,26
PPi2 90,43 5,24 85,37 63,09
PPB 92,93 6,26 90,78 74,73

Finalmente, se obtuvieron las curvas espectrales de reflectancia de los blanqueos a partir de
efluentes textiles reales decolorados del colorante reactivo Black SD y del blanco estandar
que se muestran en la figura 8. Se observa que la PP B es la muestra textil mas parecida en

color al blanco estandar.

Curva de reflectancia de los sustratos blanqueados a partir del colorante

reactivo black 5
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Figura 8. % Reflectancia vs. Longitud de onda (nm) de los tejidos de algodon blanqueados a
partir de efluentes decolorados del colorante reactivo Corafix Black SD (Black SD) y el blanco

Evaluacion de calidad de los tejidos blanqueados

estandar.

Se repitieron las pruebas de blanqueo y se realizo el control de calidad segun las normas
internacionales que son aplicadas en las empresas textiles peruanas para determinar otras
caracteristicas, incluso mas importantes que el grado de blanco como: la hidrofilidad, que se
aprecia en la figura 9, capilaridad, mostrada en la figura 10 y la tabla 9, que determinaron que
el proceso de blanqueo fue efectivo para la remocion de impurezas, ceras y/o aceites.
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tiempo: 2 s tiempo: 1s tiempo: 8 s

Figura 9. Resultados de la prueba de hidrofilidad (Norma AATCC 79-2014) del
Blanqueo estandar vs. Blanqueos a partir de efluentes tratados de colorante reactivo
Black 5 y efluentes de colorante reactivo Black SD en las pruebas con resultados
optimos.

B. Estandar| B.Black5 | B. Black SD

Figura 10. Capilaridad (Norma AATCC 197-2013) de la tela blanqueada estandar vs.
Blanqueos con efluentes Black 5 y Black SD con resultados 6ptimos.

Tabla 9. Resultados de la capilaridad segiin Norma AATCC 197-2013 con resultados 6ptimos
para las 3 muestras a los 5 minutos todas subieron mas de 6 cm.

Tiempo Blanqueo Blanqueo- Blanqueo-
(min) Estandar (cm) Black 5 (cm) Black SD (cm)
1 5,0 5,5 4,5
3 7,5 7,2 6,2
5 9,0 8,5 7,5
30 19,0 16,5 16,0
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CONCLUSIONES

- La decoloracion de los efluentes textiles reales mediante el método Fenton es una
propuesta viable para tratar estos efluentes de tinturas con colorantes reactivos y
su posterior reuso en procesos de blanqueo quimico con caracteristicas similares
en capilaridad e hidrofilidad y con respecto a tono, para los dos tipos de efluentes se
obtuvieron valores 0ptimos similares al blanqueo estandar.

- El método Fenton es eficaz para el tratamiento de estos tipos de colorantes reactivos,
siendo 0,0156 g/mL y 0,0251 g/mL las relaciones optimas del reactivo Fenton en un
tiempo de reaccion de 90 min, con pH 6ptimos de tratamiento de 3,70 y 3,88 para los
efluentes textiles provenientes de tefiido con colorantes Corafix Black SD (Black SD) y
Corazol Black B 133 % (Black 5), respectivamente.

- El tejido celulésico blanqueado a partir de efluentes textiles reales del colorante Black
5 decolorados con el método Fenton, tuvo un tiempo de hidrofilidad de 12 segundos,
capilaridad de 14 cm a los 30 minutos y un grado de blanco de 73,41 °Be, similar al
blanqueo estandar con agua blanda (76,61 °Be). Por lo tanto, el grado de blanco de los
sustratos textiles celuldsicos no se altera usando bafios tratados con las dosificaciones
optimas de Fenton aun si el tratamiento no completo6 la mineralizacion del efluente.

- Asimismo, con los efluentes textiles reales del colorante Black SD se obtuvo un tejido
celuldsico blanqueado con propiedades similares al obtenido con los efluentes textiles
reales del Black 5.

- Porlo tanto, se puede inferir que un tefiido a partir de estos sustratos textiles blanqueados
con efluentes reales decolorados con el método Fenton darian resultados similares a
tefiidos a partir de sustratos blanqueados con agua blanda.
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SINTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE
LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE COMPUESTOS DE
COORDINACION DE COBALTO CON PIRAZINAMIDA

Natalia Karolina Chavez Llallire?, Rocio Isabel Ramirez Panti?, Patricia Sheen Cortovarria®,
Mirko Juan Zimic Peralta®, Ana Cecilia Valderrama Negron®*

RESUMEN

En este estudio se han sintetizado dos nuevos compuestos de coordinaciéon de cobalto con
pirazinamida: Co-PZA (1) y Co-PZA (2), a partir de dos sales precursoras de cobalto y el
farmaco pirazinamida. El objetivo de este estudio ha sido elucidar la estructura quimica de
cada complejo sintetizado mediante el uso de las técnicas de caracterizacion conocidas, asi
como evaluar y comparar su actividad biologica respecto al farmaco libre pirazinamida.
Con respecto a la caracterizacion, se usaron las técnicas de andlisis elemental de C, H y N,
espectroscopia de absorcion atomica de cobalto, analisis termogravimétrico, susceptibilidad
magnética, espectroscopia de UV-Visible, infrarrojo y Raman. La actividad biologica fue
evaluada determinando la concentraciéon minima inhibitoria en cultivos de Mycobacterium
tuberculosis. Laféormulas moleculares propuestas a partir de los resultados de la caracterizacion
fueron: [Co(PZA),CL,] para el complejo Co-PZA (1) y [Co(PZA),(NO,),].H,O para el
complejo Co-PZA (2). Los dos complejos presentaron mayor capacidad antimicrobiana que
pirazinamida.

Palabras clave: cobalto, pirazinamida, tuberculosis.

SYNTHESIS, CARACTERIZATION AND EVALUATION OF BIOLOGICAL
ACTIVITY OF COBALT WITH PYRAZINAMIDE COORDINATION
COMPOUNDS

ABSTRACT

In this study, two new cobalt with pyrazinamide (PZA) coordination compounds: Co-PZA
(1) and Co-PZA (2) were synthesized from two cobalt precursor salts. The aim of this study
is to elucidate the chemical structure of each synthesized complex by using characterization
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techniques, as well as to evaluate their anti-tuberculous activity compared to pyrazinamide.
The characterization techniques comprised, C, H and N elemental analysis, atomic absorption
spectroscopy of cobalt, thermogravimetric analysis, magnetic susceptibility, UV-Visible,
infrared and Raman spectroscopy. The antibiotic activity was tested by determining the
minimum inhibitory concentration in a Mycobacterium tuberculosis culture. The predicted
molecular formulas from characterization results were: [Co(PZA),CL,] for Co-PZA (1)
complex and [Co(PZA),(NO,),].H,O for Co-PZA (2) complex. The two complexes showed
a higher antimicrobial capacity than pyrazinamide.

Key words: cobalt, pyrazinamide, tuberculosis.

INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad causada por Mycobacterium tuberculosis, altamente
contagiosa y trasmitida de persona a persona por via aérea a través de gotas expelidas desde
la garganta y pulmones de personas con tuberculosis activas'. Un creciente niimero de
personas contraen tuberculosis, afectando cada afio a 10 millones de personas y matando
a 1,5 millones de ellas. El curso de la enfermedad se ve comprometido, en pacientes con
sistemas inmunes comprometidos, ya sea por farmacos inmunosupresores, sustancias en
abuso, o SIDA/VIH, afectando especialmente a poblaciones en Africa y en paises asiaticos
como China, India o Indonesia?. Por lo tanto, la tuberculosis es una de las principales causas
actuales de muerte en el mundo.

Otro problema critico asociado a la tuberculosis ha sido la resistencia a los farmacos,
limitando la capacidad del control de la enfermedad, generando la aparicion de tuberculosis
multidrogo-resistente (TB-MDR) y tuberculosis extremadamente drogo-resistente (TB-
XDR)*.

La pirazinamida (PZA) actia como bactericida matando los bacilos tuberculosos semi-
latentes a un pH acido que no son destruidos por otras drogas antituberculosas. Se usa en
esquemas de tratamiento de primera y segunda linea, y en paticular en combinacién con
isoniazida, etambutol y rifampicina en diferentes formas de dosificacion®. La aparicion
de cepas resistentes a PZA representa un problema importante en la salud publica a nivel
mundial. Por tal razdn, se tiene la necesidad de identificar nuevos agentes terapéuticos que
permitan superar las limitaciones actuales de los esquemas de tratamiento frente a los casos
de tuberculosis drogo-resistente.

Se han reportado numerosas investigaciones de complejos metalicos con diferentes farmacos
utilizando como ion metalico a Cu(Il), Zn(Il), Fe(Il), Co(Il), Ni(II), Cd(II), resultando
un aumento de la actividad biolégica/antimicobiana y disminucion en el desarrollo de la
resistencia antibiotica*®. Por tal motivo los compuestos antituberculosos obtenidos a partir
de la coordinacion de un ligando con iones metéalicos son potencialmente una mejora en la
estrategia para el tratamiento de esta enfermedad.
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Este trabajo ha planteado la sintesis de dos derivados de PZA que incluyen un centro metalico
de cobalto (II), con la finalidad de obtener compuestos anti-tuberculosis con el potencial
de actuar sobre cepas resistentes a PZA asi como de reducir la generacion de resistencia
antibiotica. La caracterizacion de los complejos sintetizados es de fundamental importancia
ya que no solo permiten el descubrimiento de la estructura molecular, sino también podrian
favorecer el futuro descubrimiento de un mecanismo de accion probable.

Los complejos de cobalto exhiben un resultado prometedor inhibiendo el crecimiento de la
bacteria en comparacion con el farmaco libre (PZA) posiblemente debido a la presencia de
los iones metalicos que alteran la estructura del farmaco mejorando ain mas el rendimiento
de su transporte, lo que es importante para aumentar la capacidad antituberculosa.

PARTE EXPERIMENTAL

Sintesis del complejo [Co(PZA),CL,]

Se disolvio 1,10 g (4,62 mmol) de cloruro de cobalto (II) hexahidratado (J.T. Baker) en 100
mL de metanol (Merck) en un balon de reaccion. Posteriormente se agregéd al mismo balon
el ligando pirazinamida (Merck) 1,14 g (9,26 mmol), previamente disuelto en 100 mL de
metanol. La sintesis se llevo a cabo en reflujo por aproximadamente dos horas en constante
agitacion, transcurrido el tiempo de reaccion se filtrd y se lavo el precipitado formado con
metanol caliente.

Sintesis del complejo [Co(PZA),(NO,),].H,O

Se disolvio 1,51 g (5,19 mmol) de nitrato de cobalto (II) hexahidratado (Merck) en 150 mL
de metanol (Merck) en un balon de reaccion. Posteriormente, se agregd al mismo balon el
ligando pirazinamida (Merck) 1,28 g (10,40 mmol), previamente disuelto en 100 mL de
metanol. La sintesis se llevo a cabo en reflujo por aproximadamente dos horas en constante
agitacion, transcurrido el tiempo de reaccion se filtrd y se lavo el precipitado formado con
metanol caliente.

Técnicas de caracterizacion de los complejos

Andlisis elemental de C, Hy N

Se determind el porcentaje de carbono, hidrogeno y nitrogeno en cada complejo con el
analizador Perkin-Elmer 2400 Series II de la Central Analitica del Instituto de Quimica de la
Universidad de Sao Paulo.

Espectroscopia de absorcion atomica de cobalto

Se determiné el contenido de cobalto en cada complejo con el espectrofotometro de
absorcion atomica Shimadzu AA-7000 de la Universidad Nacional de Ingenieria, utilizando
una lampara de catodo hueco de cobalto a 240,7 nm. La curva de calibracion se prepard
en concentraciones de 0,4, 1,0 y 2,0 ppm de cobalto en acido nitrico (Merck) 0,5 M y los
complejos fueron disueltos en acido nitrico 0,5 M para obtener una concentracion aproximada
de 1 ppm de cobalto.
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Determinacion de cloruros en el complejo [Co(PZA),CLJ

Se determind el contenido de cloruros en el complejo por volumetria con el método
argentométrico. Para ello, se prepar6 la muestra con 0,0455 g de complejo en un volumen
final de 50 mL y se valor6 la muestra por duplicado con nitrato de plata (Merck) 0,0481 N
utilizando dicromato de potasio (Merck) como indicador.

Anadlisis termogravimétrico

Se realizo el analisis termogravimétrico de los complejos con el analizador TA Instruments
TGA Q500 de la Central Analitica del Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo,
la temperatura maxima de alcance fue de 950 °C.

Susceptibilidad magnética

La determinacion del momento magnético se realiz6 mediante la medicion de las masas de
los complejos en una balanza SHIMADZU AW120 del Laboratorio LAQISE-BIMET del
Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo con la aplicacion de un campo magnético
mediante un dispositivo elaborado en el mismo laboratorio. Este analisis se realizo midiendo
por cuadruplicado la masa de los complejos antes y después de la aplicacion de un campo
magnético. Para la verificacion de las mediciones se utilizé un patrén de tetra(tiocianato)
cobaltato (IT) de mercurio, Hg[Co(SCN)4] que presenta un valor de y= 16,44 x 10 unidades
CGS/Gauss a 20 °C midiendo su masa de la misma manera que los complejos.

Espectroscopia UV-Visible

Los espectros UV-Visible de los complejos y el ligando se obtuvieron con el espectrofotometro
Shimadzu UV-1800 de la Universidad Nacional de Ingenieria, en el rango de 200 a 900 nm.
Para la medicion en el rango visible se prepararon soluciones de los complejos de 0,002 M en
metanol (Merck). Mientras que, para la medicion en el rango ultravioleta, las concentraciones
fueron de 0,001M, aproximadamente.

Espectroscopia infrarroja FTIR

Los espectros de infrarrojo de los complejos y el ligando fueron obtenidos por lectura
directa con el espectrofotometro Perkin-Elmer de la Universidad Nacional de Ingenieria, con
reflectancia total atenuada (ATR) desde 400 a 4000 cm™.

Espectroscopia Raman

Se obtuvieron los espectros de los complejos y el ligando con el espectrofotometro Raman
Horiba One Xplora de la Universidad Nacional de Ingenieria, utilizando un laser de 785 nm
con una potencia de 50 mW desde 200 a 1800 cm-1.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC)

La concentracion minima inhibitoria fue estimada cultivando tres cepas de M. tuberculosis
(H37Rv, DM97 y D49N) en caldos de cultivo 7H9 enriquecidos con OADC (albumina oleica
dextrosa catalasa) a pH 6 y 7 con diferentes concentraciones de pirazinamida y complejos®.
La cepa H37Rv es una cepa de referencia sensible a pirazinamida; las cepas DM97 y D49N
son cepas aisladas de muestras de pacientes resistentes a pirazinamida.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de los complejos [Co(PZA),Cl,] y [Co(PZA),(NO,),].H,O

De la sintesis de los complejos [Co(PZA),CL,] y [Co(PZA),(NO,),].H,O se obtuvieron dos
solidos no cristalinos de color lila (figura 1A) y color anaranjado (figura 1B), respectivamente.
Los rendimientos de las reacciones fueron de 89 % y 55 %, respectivamente. Ademas, se
determindé que ambos complejos se descomponen a temperaturas mayores a 240 y 260
°C, respectivamente. Ambos complejos son solubles en solventes polares que apolares, a
excepcion de la acetona, donde ambos complejos son insolubles.

Figura 1. (A) Fotografia del complejo [Co(PZA),Cl,]. (B) Fotografia del complejo
[Co(PZA),(NO,),].H,O.

Composicién quimica elemental de los complejos

Los resultados del analisis elemental (C, H y N), contenido de cobalto (Co) y cloruros se
muestran a continuacion en la tabla 1, junto a los valores calculados de acuerdo con las
férmulas moleculares propuestas.

Tabla 1. Resultados de la composicion elemental de los complejos.

Elemento [Co(PZA)Cly] [Co(PZA)2(NO3)2].H.0
% Experimental % Calculado % Experimental % Calculado
C 32,39 31,94 26,01 26,86
H 2,97 2,68 2,87 2,0
N 22,82 22,35 24,65 25,06
Co 15,62 15,67 13,13 13,18
Cl 18,74 18,85 No aplica No aplica

Analisis termogravimétrico

El complejo [Co(PZA),Cl] se descompone en tres etapas, la pérdida total de estas tres
etapas fue de 79,58, dejando como residuo el 20,42 % de la masa inicial analizada, el
cual es asignado al 6xido metalico formado al final del proceso®’. De la misma manera,
el complejo [Co(PZA),(NO,),].H,O se descompone en 4 etapas, formando un o6xido de
cobalto®” al final del proceso, el cual es asignado al residuo final de 17,46 %. En la tabla 2
se muestran los porcentajes experimental y calculado del 6xido de cobalto formado (CoO) al
final de la descomposicion térmica de cada complejo. Las diferencias entre los porcentajes
experimentales y calculados, puede deberse a la pureza de los complejos®.
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Figura 2. Curvas termogravimétricas de (A) El complejo [Co(PZA),CL]
(B) El complejo [Co(PZA),(NO,),].H,O.

Tabla 2. Resultados del porcentaje de 6xido de cobalto formado (CoO).

Complejo % Experimental % Calculado
[Co(PZA)Cl,] 20,42 19,93
[Co(PZA)2(NOs)2].H.0 17,46 16,76

Susceptibilidad magnética

Los valores del momento magnético efectivo (ueff) obtenido experimentalmente para los
complejos [Co(PZA),CL,]y [Co(PZA),(NO,),].H,O fueron de 4,668 y 4,473, respectivamente.
Estos valores se obtuvieron de las medidas de susceptibilidad magnética molar corregidas
con las contribuciones diamagnéticas de los iones y ligandos presentes en los complejos. Las
contribuciones diamagnéticas se estimaron usando las constantes de Pascal®® mostrados en
la tabla 3.

Tabla 3. Resultados del porcentaje de 6xido de cobalto formado (CoO).

, Contribucién diamagnética
Tones / elemento / molécula g

(x10° unidades CGS)

Co2+ -12

C -6

H -2.93

O -1.73

N -4.61

Cl -23
NOs- -19
H>O -14
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Con base en los valores del momento magnético efectivo obtenidos de los complejos y de
acuerdo con la tabla 4, se comprueba que ambos valores corresponden al ion metalico de Co**
con tres electrones desapareados en un entorno octaédrico®'?, es decir, un campo octaédrico
débil o de espin alto con configuracion #, e’, y EECC (energia de estabilizacion de campo
cristalino) igual a 0.8A0®.

Tabla 4. Momento magnético para algunos iones de metales de transicion'’.

Tones teorico (:)U cjjzzlculado expeﬁrftfenml
v 1,73 1,7-1,8
Cu* 1,73 1,7-22
V3 2,83 2,6-2,8
Ni* 2,83 2,8-4,0
Cr¥* 3,87 ~3,8
Co* 3,87 4,1-52
Fe?t 4,90 5,1-5,5
Co** 4,90 ~54
Mn?* 5,92 ~5,9
Fe’* 5,92 ~59

Espectroscopia UV- Visible

El diagrama de Orgel para el ion Co** en campos octaédricos débiles revela que se debe
observar un espectro con tres absorciones®. Transiciones desde el estado basal: 4T1g(F),
a 4T2g(F), 4A2g(F) y 4T]g(P) provocan absorciones de banda ancha en la region del visible
y el infrarrojo cercano. La primera banda, asignada a la transicion 4Tlg(F) “ 4T2g(F), es
usualmente encontrada en la region de 5500 — 11000 cm™. La segunda banda es débil (pero
permitida por el spin), asignada a la transicion 4Tlg(F) “ 4AZg(F) es encontrada en la region
de 12000 — 17000 cm™; la tercera banda es asignada a la transicion 4Tlg(F) > 4T]g(P), P, :G
y usualmente es encontrada en la region de 16000 — 22000 cm™ ', Los espectros UV-Visible
de los complejos muestran dos bandas para cada complejo, a 320 nm (31250 cm™) y 522 nm
(19157 cm™) para el complejo [Co(PZA),CL]; y a 319 nm (31347 cm™) y 513 nm (19493
cm™) para el complejo [Co(PZA),(NO,),].H,0. Las bandas a 320 y 319 nm (ultravioleta) de
los complejos se atribuyen a la presencia del ligando debido a las transiciones electronicas
de tipo m—7* 12 y las bandas a 522 y 513 nm (visible) a la presencia del metal de transicion.
Estas dos ultimas, son bandas de baja absorbancia opacadas por la intensidad de las bandas
en la region del ultravioleta, y son asignadas a la transicion 4T1g(F) <> 4T1g(P); debido a
que las transiciones 4Tlg(F) > 4ng(F) y 4T]g(F) > 4A2g(F) ocurren a menor nimero de onda
y no se observan en los espectros.

Espectroscopia infrarroja FTIR

Pirazinamida tiene cuatro atomos donadores: los nitrogenos del anillo pirazina, el oxigeno
del grupo carbonilo y el nitrogeno del grupo amino, por lo tanto, tiene diferentes modos de
enlace al ion metalico®, es decir diferentes sitios de coordinacion (figura 3). En algunos
complejos, la coordinacion de la pirazinamida al metal ocurre a través de los nitrogenos del
anillo'? y otras veces a través del oxigeno de grupo carbonilo'.
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Figura 3. Molécula de pirazinamida y sus posibles modos de coordinacion.

Al comparar los espectros de pirazinamida (figura 4) y el complejo [Co(PZA),Cl,] (figura 5),
se observa que hay cambios en los nimeros de onda de los picos relacionados con el grupo
funcional amida NH, y el anillo aromatico. Los cambios mas resaltantes se observan en los
dos primeros picos de pirazinamida (3408 y 3148 cm™) que corresponden al NH, debido a la
tension asimétrica y simétrica de los enlaces N-H'"®, ademas también se observa que el pico
de 1608 cm™" que corresponde a la flexion de los enlaces N-H sufre un desplazamiento a 1591
cm™! en el complejo. Asi también, se observan desplazamientos y cambios morfologicos en
los picos a 618, 511 y 428 cm! de pirazinamida hacia 639, 531 y 451 cm™ en el complejo
[Co(PZA),Cl,] que corresponden a vibracion de torsion, balanceo y flexion fuera del plano del
grupo amida'®. Todos estos cambios observados en el rango de 3500-3100, 1600 y de 600-400
cm’!, aproximadamente evidencian la formacion de un enlace a través del nitrogeno del grupo
amida con el centro metalico de cobalto. Por otro lado, también se observan desplazamientos
en los picos que han sido asignados al anillo aromatico'® y se observa ademas la aparicion o
intensificacion en el espectro del complejo [Co(PZA),Cl,] de una vibracién a 949 cm™ que
no esta activa en el espectro de pirazinamida. De acuerdo con la bibliografia revisada este
pico puede corresponder a una vibracion del anillo aromatico'” que tiene sustituciones en
las posiciones 1,2 y 4 (del anillo), es decir, un anillo bencénico 1, 2 y 4 — trisustituido' que
ademas tiene otra vibracion a 780 cm™ y que se expresa a 785 y 793 cm! en pirazinamida y
el complejo [Co(PZA),Cl,], respectivamente. Por lo tanto, un enlace a través del nitrogeno
en la posicion 4 del anillo (tomando como posicion 2 la sustitucion debido al grupo amida) y
el centro metalico de cobalto podria tomar lugar.
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Figura 3. Espectro IR de pirazinamida. Figura 5. Espectro IR de [Co(PZA),Cl,].
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Parael complejo [Co(PZA),(NO,),].H,O (figura 6), se observa que hay cambios en los nimeros
de onda y morfologia de los picos relacionados con el grupo funcional amida NH, y carbonilo
C=0. Si empezamos el analisis por las bandas a mayor niimero de onda encontramos que los
picos a 3369 y 3086 cm™ del complejo, corresponden a los desplazamientos de los picos a
3408 y 3148 cm™ de pirazinamida, vibraciones que se deben a la tension simétrica y asimétrica
del enlace N-H'S. También se observa que el pico a 3287 cm™ de pirazinamida debido a la
tension simétrica del enlace N-H'®, no aparece en el espectro del complejo [Co(PZA),(NO,),].
H,O. Ademis, el pico a 1608 cm™ que corresponde a la flexion de los enlaces N-H'® sufre
un desplazamiento a 1624 cm™, asi como la vibracién a 1086 cm™ por balanceo del grupo
amida NH, se desplaza a 1098 cm™. Todos estos cambios mencionados anteriormente reflejan
la formacion de un enlace a través del nitrogeno del grupo amida y el centro metalico de
cobalto del complejo [Co(PZA),(NO,),].H,O. Otra variacion importante entre los espectros
es la banda a 1683 cm™ del complejo Co-PZA (2) proveniente del desplazamiento del pico
a 1702 cm de pirazinamida. El rango general para verificar la presencia de vibraciones
debido al grupo funcional C=0 es de 1850-1550 cm™ debido a la tension entre el carbono
y el oxigeno de la molécula'®, siendo esta su banda caracteristica. Por lo tanto, se asigna al
pico de 1702 cm™ la vibracion del enlace C=0'¢ en pirazinamida y al pico de 1683 cm™' del
complejo. Al verificar un desplazamiento en el espectro del complejo para la vibracion mas
representativa de este grupo, se puede afirmar que a través del oxigeno se estaria dando lugar
a un enlace con el centro metalico del complejo. Otras zonas importantes en el espectro
del complejo [Co(PZA),(NO,),].H,O que no provienen de las vibraciones causadas por los
grupos funcionales del ligando pirazinamida evidencian variaciones. La primera de ellas se
da en la region de 1500-1250 cm™ donde se observan bandas a 1406, 1386, 1309 y 1296
cm™. En esta zona ya existen vibraciones provenientes de pirazinamida, sin embargo, de
acuerdo con la literatura, también en esta zona se expresan vibraciones debido al enlace
M-ONO,- '**, la bibliografia indica que cuando se forma un enlace covalente M-O-NO,-
se origina un desdoblamiento de dos bandas presentes en el espectro del ion nitrato, el
primer desdoblamiento ocurre con una banda aproximadamente a 1390 cm-1 la cual genera
bandas a 1300 y 1500 cm™ aproximadamente'®'"®. El desdoblamiento de la banda del ion
nitrato al formarse el enlace M-O-NO,- ocurre a 1406 y 1309-1296 cm™ en el espectro del
complejo [Co(PZA),(NO,),].H,O. El segundo desdoblamiento ocurre con una banda a 720
cm (perteneciente al ion nitrato) la cual genera bandas débiles que muchas veces pasan
desapercibidas en el espectro infrarrojo'®. En el espectro del complejo [Co(PZA),(NO,),].
H,O existen bandas a 714 y 702 cm™ las cuales son consideradas sefales producto del
desdoblamiento de la banda 720 cm™ ' del ion nitrato. Por lo tanto, de acuerdo con las
variaciones observadas, se deduce que la coordinacion del ligando pirazinamida hacia el
atomo metalico de cobalto sucede a través del nitrogeno y oxigeno del grupo amida, ocupando
cuatro sitios de coordinacion en total por las dos moléculas de pirazinamida presentes en el
complejo. Ademas, también se evidencia la formacion de un enlace covalente a través del
oxigeno del grupo nitrato de forma monodentada.
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Figura 6. Espectro IR de [Co(PZA),(NO,),].H,O.

Espectroscopia Raman

Se analizaron las variaciones en los nimeros de onda de los picos mas importantes del
espectro de pirazinamida (figura 7) y de los complejos. Se observa dos picos en el espectro
del complejo [Co(PZA),CL,] (figura 8) que no aparecen en el espectro de pirazinamida, el
primero a 225 cm™ y el segundo a 454 cm’!, de acuerdo con la bibliografia revisada para
este estudio se ha encontrado que alrededor de 200 y 400 cm' son frecuentes las vibraciones
del enlace M-CI". Por ejemplo, a 430 cm™ se observa una banda para el compuesto de
CoCl,, ademas a 320 y 230 cm™ se observan bandas para los compuestos de CoCl,.2py y
CoCl,.4py, respectivamente (donde py representa a piridina)®. Por otro lado, J. E. Riiede
y D. A. Thornton® afirman que para un compuesto octaédrico de cobalto del tipo ML X,
donde L es piridina y X es cloro, existen dos vibraciones en el infrarrojo correspondientes al
enlace Co-Cl los cuales aparecen a 222 y 230 cm™'. Mientras que para un compuesto de tipo
tetraédrico las vibraciones para el mismo enlace aparecen a 307 y 346 cm™ 2. Por lo tanto,
con la evidencia de los rangos a los que aparecen las vibraciones de un enlace tipo M-X
(donde M es el metal y X es el halégeno) tanto en el espectro infrarrojo como en el Raman,
en este estudio se ha asignado al enlace Co-Cl los picos de 225 y 454 cm™! del complejo.
También se observan diferencias importantes en los nimeros de onda que corresponden a los
enlaces C-C, C-H, C-N del anillo aromatico. Por ejemplo, el pico a 779 cm™' en pirazinamida
se presenta como una sefial de baja intensidad a 765 cm™ en el complejo, esta vibracion es
asignada al enlace C-N del anillo'. Otro cambio que se observa en cuanto a las vibraciones
generadas por el anillo aromatico es el alejamiento entre los picos a 1168 y 1182 cm™' de
pirazinamida que en el complejo aparecen a 1160 y 1188 cm™! duplicando su separacion. Por
las diferencias observadas entre los espectros que corresponden a pirazinamida y el complejo
[Co(PZA),Cl ], en este estudio se concluye que existen enlaces entre €l centro metalico de

cobalto y el cloro (Co-Cl) y ademas con un nitrogeno del grupo amida y del anillo aromatico
(Co-N).
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Figura 9. Espectro Raman del complejo [Co(PZA),(NO,),].H,O.

Al comparar los espectros de pirazinamida y el complejo [Co(PZA),(NO,),].H,O (figura 9), se
observa que los cambios mas significativos ocurren con las absorciones relacionadas al grupo
amida como los desplazamientos de las sefiales de pirazinamida a 413, 617 y 1081 cm™ ' hacia
444, 635 y 1101 cm™ en el complejo. Otro cambio importante se observa en el pico a 1675
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cm! de pirazinamida, este pico es caracteristico del grupo C=0'® y se observa el cambio de
su sefial en el espectro del complejo [Co(PZA),(NO,),].H,O. De esta manera, se evidencia
la formacion de un enlace entre el cobalto y el oxigeno del grupo C=0. Por lo tanto, luego
de analizar los cambios importantes entre los espectros de pirazinamida y el complejo, se
concluye que los enlaces entre el centro metalico de cobalto y la molécula de pirazinamida
suceden a través del nitrogeno del grupo amida y del oxigeno del mismo grupo.

Finalmente, en las figuras 10 (A y B) se muestran las estructuras propuestas basadas en la
caracterizacion realizada.

o C‘:I C‘)NOZ
/ N o NHz —N
Nj\ / iEN {J“KH> C!°<3M I 1 i
HzN 6] ONO,
A B

Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (MIC)
Los resultados de la determinacion de la MIC de pirazinamida y los complejos se muestran
en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de la concentracion minima inhibitoria de pirazinamida y los complejos.

pH 6 pH7

Droga H37Rv  DM97  D49N  H37Rv _ DM97  D49N

Pirazinamida 081lmM >65mM >65mM >65mM >65mM >65mM

[Co(PZA)CL] 0,04mM 0,33mM 002mM 033mM 0,33mM 0,02mM

[Co(PZA)(NO3),] 0,03mM 028mM 0,02mM 028mM 028 mM 0,02 mM

La estimacion cuantitativa de la MIC fue determinada usando el método de ensayo en
microplaca con tetrazolium (TEMA), donde la capacidad de oxidacion-reduccion del
colorante tetrazolium permitié los cambios colorimétricos con los que fue posible realizar
la cuantificacion de la MIC®. La tabla 5 muestra que los complejos inhiben el crecimiento de
las cepas de M. tuberculosis sensible (H37Rv) y resistentes a pirazinamida (DM97 y D49N)
tanto a pH 6 como a pH 7 en menor concentracion que el farmaco libre pirazinamida, es
decir, que en el ensayo en microplaca los complejos demostraron poseer mayor capacidad
antimicrobiana que el farmaco libre pirazinamida, siendo €l complejo [Co(PZA),CL] el de
mayor actividad contra M. tuberculosis in vitro.
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CONCLUSIONES

Las férmulas moleculares propuestas con base en los resultados de la caracterizacion para los
complejos fueron [Co(PZA),Cl, ] para el complejo Co-PZA (1) y [Co(PZA),(NO,),].H,O para
el complejo Co-PZA (2), en ambos complejos el centro metalico de cobalto se encuentra en un
entorno octaédrico donde las moléculas de pirazinamida se ubican en el plano horizontal y los
ligandos cloro y nitrato en el plano axial de la molécula. La determinacion de la concentracion
minima inhibitoria analizada para los complejos y el farmaco libre pirazinamida en cultivos
de Mycobacterium tuberculosis en las cepas sensible (H37Rv) y resistentes a pirazinamida
(DM97 y D49N) mostré que los complejos tienen mayor capacidad antimicrobiana que el
farmaco libre (pirazinamida), siendo el complejo [Co(PZA),Cl,] el de mayor actividad contra
M. tuberculosis.
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VARIACION ESTACIONAL DE LA COMPOSICION QUIMICA DEL
ACEITE ESENCIAL DE LAS HOJAS DE Ophryosporus peruvianus

Edith Maria Fernanda Mattos Vila, Ingrit Elida Collantes Diaz"*

RESUMEN

El arbusto efimero Ophryosporus peruvianus fue recolectado por cinco meses (diciembre
2018 hasta abril 2019) en Andahuaylillas (Cusco). El aceite esencial de las hojas del
arbusto fue obtenido por hidrodestilacion y analizado por cromatografia gaseosa acoplado
a espectrometro de masas. Fueron identificados 89 componentes del aceite esencial entre
monoterpenos oxigenados, hidrocarburos sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados,
diterpenos oxigenados, entre otros, de los cuales los componentes mayoritarios fueron
los hidrocarburos sesquiterpénicos B-cariofileno, (Z)-p-farneseno y B-sesquifelandreno y
estuvieron presentes en las muestras de los 5 meses de colecta.

Palabras clave: aceite esencial, variacion estacional, sesquiterpenos

SEASONAL VARIATION OF THE CHEMICAL CONSTITUENTS OF
THE ESSENTIAL OIL OF THE LEAVES FROM
Ophryosporus peruvianus

ABSTRACT

The ephemeral shrub Ophryosporus peruvianus was collected for five months (December
2018 — April 2019) in Andahuaylallas (Cusco). The oil essential from leaves of the bush
was obtained by hydrodistillation and analyzed by gas chromatography coupled to a mass
spectrometer. Eigthy nine components of the essential oil were identified among oxygenated
monoterpenes, sesquiterpenes hydrocarbons, sesquiternes oxygenated, oxygenated diterpenes,
among others, of which the major components were the sesquiterpenes hydrocarbons
B-caryophyllene, (Z)-B-Farnesene y B-Sesquiphellandrene and were presents in the samples
of the five months of collection.

Key words: essential oil, seasonal variation, sesquiterpenes
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos lipofilicos, que se caracterizan
por ser de baja masa molar y volatiles, en general estos compuestos juegan un rol ecoldgico
importante en las plantas como proteccion contra microorganismos y herbivoros, atrayentes
de polinizadores y de comportamientos aleloquimicos'. La biosintesis, la composicion y la
produccion de los aceites esenciales pueden ser afectadas por factores bidticos y abiodticos
ambientales. En el contexto de la composicion quimica y produccion del aceite esencial,
pueden ser diferentes entre los 6rganos de la misma planta y entre las diferentes fases
estacionales (primavera, otofio, invierno y verano) del desarrollo de la planta®*. Mas de 1000
compuestos organicos volatiles ya fueron identificados y consisten de aldehidos, alcoholes,
ésteres y varios tipos terpenos’.

Ophryosporus peruvianus esun arbusto que puede ser encontrado entre los meses de diciembre
a abril, es por esa razon que es denominada una planta efimera®, esta especie pertenece al
género Ophryosporus de la familia Asteraceae, familia que cuenta con aproximadamente 950
géneros y 20000 especies’®. El género Ophryosporus presenta alrededor de 48 especies en el
mundo y en el Pert se han registrado 21especies®.

La especie O. peruvianus puede ser localizada en las regiones de la sierra del Peru,
dependiendo de su localizacion recibe varios nombres populares y es usada en medicina
popular para diferentes males dependiendo de su origen local®. Del aceite esencial de las
partes aéreas fue aislado e identificado epoxicariofileno del aceite esencial’ y de las partes
aéreas fueron aislados e identificados 3-[3,3-dimetilalil]-5-senecioil-p-hidroxi-acetofenona;
6-acetil-8-isovaleril-2,2-dimetil-cromano y  3-isovateril-5-[1-hidroxi-3,3-dimetilalil]-p-
hidroxiacetofenona’

El presente trabajo es un primer reporte de la variacion estacional de la composicion quimica
de los aceites esenciales de las hojas de Ophryosporus peruvianus colectados en el distrito de
Andahuaylillas (Cusco) entre los meses de diciembre del 2018 hasta abril de 2019.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta del material vegetal

Las partes aéreas de O. peruvianus fueron colectadas en el distrito de Andahuaylillas,
provincia de Quispicanchi departamento del Cusco a una altura de 3152 msnm. La colecta
fue realizada mes a mes desde diciembre del 2018 hasta abril del 2019. El material vegetal
para la identificacion botanica fue colectado en el mes de febrero del 2019, mes en que la
planta tenia las flores presentes. La identificacion botanica fue realizada por el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos segun el Sistema de
Clasificacion de Croquist (1988) y fue clasificada que pertenece a la division Magnoliophyta,
clase Magnoliopsida, subclase Asteridac, orden Asterales, familia Asteraceae, género
Ophryosporus, especie Ophryosporus peruvianus (J.F.Gmel) R. King & H. Rob. La especie
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es conocida con los nombres populares arenilla, puschca, chichipia, té¢ inka, cushpishkai,
chichi casha, chichis, japia-japia, kulpishka y puede ser localizada en Canta, Huarochiri,
Yauyos, Cusco, region Ancash en el distrito de Pamparomas y Cajatambo en las localidades
de Cruzjirca, La Florida, Anthay y Astobamba.

La masa de hojas colectadas en diciembre del 2018 fue de 215,22 g, en enero, febrero, marzo
y abril del 2019 fue de 330 g, 260 g, 991 gy 974 g, respectivamente.

Extraccién de los aceites esenciales

Las hojas fueron separadas de los tallos y los aceites esenciales fueron obtenidos por
hidrodestilacion de 4 horas con aparato tipo Clevenger (Farmacopea), ¢l aceite esencial fue
extraido con éter de petroleo (EP) y secado con sulfato de sodio anhidro, el EP fue evaporado
a temperatura de ambiente y el aceite fue pesado para determinar su rendimiento y guardado
en congeladora (-20°C) hasta su analisis por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria
de masas (CG-EM)*.

Analisis de los aceites esenciales

Las muestras del aceite esencial fueron preparadas a una concentracion de Img/mL. El
analisis por cromatografia gaseosa fue realizado en un cromatografo a gas acoplado a un
espectrometro de masas (Shimadzu, modelo CGMS-QP2010 Ultra) con las siguientes
condiciones de analisis: columna capilar Restek Rtx-SMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um);
temperatura del inyector 260 °C, temperatura del detector 280 °C; impacto de electrones a
70 eV, con gas de arrastre helio a un flujo de 1,48 mL/min, con split 1/5; con un programa
de temperatura de 80°C (5") — 280°C (5'), 8°C/minuto; y con volumen de inyeccion de 3 pL.
La identificacion de la composicion quimica fue basada por la comparacion de los espectros
de masas con el banco de datos del sistema de CG-EM de NIST 14 lib y por analisis de sus
espectros!?.

RESULTADOS Y DISCUSION

La hidrodestilacion de las hojas de O. peruvianus produjo aceites esenciales de color amarillo
transparente con presencia de cristales amarillos, los rendimientos fluctuaron como se puede
apreciar en la tabla 1. De los meses de marzo y abril se obtuvo menores rendimientos debido
a que la planta estaba mas hiimeda con respecto a los otros meses.

El analisis por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometro de masas de los aceites
esenciales permitié la identificacion de 89 compuestos. Los componentes mayoritarios
son pB-Cariofileno, (Z)-B-Farneseno, (E)-pB-Farnesene, aromadendrano, y-Curcumeno,
Germacreno D, biciclogermacreno, p-Sesquifelandreno, tran-Sesquisabineno hidrato,
oxido de Cariofileno, B-Bisabolol, 11Ha-Himachal-4-en-1B-ol, a-Vetivono, encecalina
y 2'3"3"-trimetil-2',3'-Dihidroangelicina, de los cuales se destacan B-cariofileno, (Z)-B-
farneseno y B-sesquifelandreno (tabla 1). Analizando la composicion quimica se puede
observar la presencia de monoterpenos oxigenados (1-8, 11-13, 16 y 18 ), ésteres alifaticos
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(9,10 y 14), alilbencenos (17, 23), hidrocarburos sesquiterpénicos (15, 19-22, 24-32, 34-42
y 45-46), cromenos (33, 61, 76 y 77), sesquiterpenos oxigenados (43-44, 47-60, 62-67, 69,
70, 72-75, 78 y 80), aldehido alifaticos (68), los diterpenos oxigenados (79, 81-83 y 85-
86) y los alkanos (84, 87-89) (figura 1). Al analizar el total de los componentes quimicos
identificados (tabla 1) se observa que los hidrocarburos sesquiterpénicos son los que estan
presentes en mayor proporcion, seguida de los sesquiterpenos oxigenados y cromenos, los
demas compuestos estan en baja proporcion.

El ultimo mes de colecta (abril 2019) presenta 11 compuestos que no estan presentes en los
meses anteriores (tabla 1) que son los monoterpenos oxigenados (1-5), hexil isovalerato (10),
sesquicineole (43), acetato de occidol (80), acetato de cis-ferruginol (85), 6-dioxi-Taxodione
(86) y pentacosano (87), todos ellos en bajo porcentaje. Este hecho coincide con el tltimo
mes en que es posible encontrar O. peruvianus ya que es una planta efimera®.

Tabla 5. Porcentajes de rendimiento de los aceites esenciales, asi como, los componentes
identificados, tiempo de retencion y el porcentaje en el aceite esencial de las hojas de O. peruvianus.

Dic Ene Feb Mar Abr

Porcentaje de rendimiento (%) 0,53 0,4 0,43 0,15 0,28
Nombre TR
1 Alcohol de yomogi 4,428 0 0 0 0 0,02
2 Linalool 7,114 0 0 0 0 0,05
3 trans-Sabineno hidrato 7,490 0 0 0 0 0,08
4 cis-p-Ment-2-en-1-ol 7,685 0 0 0 0 0,05
5 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 7,935 0 0 0 0 0,09
6  cis-a-Necrodol 8,610 0 0,06 0 0 0,07
7  Terpinen-4-ol 9,039 0,09 0,34 0,06 0,14 0,33
8  o-Terpineol 9,338 0,03 0,08 0 0,04 0,07
9  (32)-Hexenil 3-metil butanoato 10,309 0,05 0,13 0,07 0,03 0,13
10 Hexil isovalerato 10,424 0 0 0 0 0,02
11 Acetato de cis-Crisantenil 10,569 0 0,1 0 0,05 0,09
12 Acetato de Bornilo 11,369 0 0 0 0,03 0,09
13 Acetato de Lavandulil 11,428 0,04 0,25 0 0,1 0,14
14 (3Z)-Hexenil tiglato 12,087 0,07 0,08 0,11 0,04 0,05
15 &-Elemeno 12,371 0,04 0 0 0,04 0,07
16  Acetato de a-Terpinil 12,624 0 0,04 0 0 0,02
17 Eugenol 12,716 0,19 0,06 0,32 0,15 0,58
18  Acetato de Neril 12,815 0,27 0,53 0,18 0,49 0,29
19  o-Ylangeno 13,112 0,15 0,23 0,13 0,09 0,17
20  B-Bourboneno 13,267 0,03 0,19 0,13 0,04 0,09
21  a-Duprezianeno 13,320 0,14 0,18 0 0,11 0,17
22 B-Elemeno 13,375 0,26 0,31 0,1 0,22 0,12
23 Metil eugenol 13,540 0,22 0,33 0,26 0,23 0,44
24 TItaliceno 13,606 0,38 0,43 0,28 0,2 0,28
25  Sesquitujeno 13,772 0,04 0,04 0 0,03 0,06
26 p-Cariofileno 13,900 14,85 1245 14,33 1522 1553
27  B-Ylangeno 14,030 0 0,04 0 0 0
28  trans-o-Bergamoteno 14,119 0,17 0,19 0,14 0,16 0,22
29 (Z2)-p-Farneseno 14,252 14,94 16,99 17,36 13,61 14,22
30 o-Himacaleno 14,322 0,05 0,1 0 0,1 0,11
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31 (E)-p-Farneseno 14,430 1,32 1,28 0,91 1,12 0,94
32 Aromadendrano 14,473 0,96 1,3 1,03 1,05 1,07
33 6-dimetoxi-Ageratocromeno 14,561 0 0 0 0,03 0,08
34 a-Acoradieno 14,635 0,08 0,08 0 0,04 0,07
35 B-Acoradieno 14,680 0,08 0,11 0,05 0,07 0,09
36 y-Curcumeno 14,845 5,32 1,49 4,72 4,23 4,04
37 Germacreno D 14,922 4,87 0 4,74 6,25 433
38 pB-Selineno 15,017 0,18 0,15 0,11 0,16 0,2
39 o-Zingibereno 15,093 0,41 0,16 0,2 0,35 0,4
40 Biciclogermacreno 15,175 1,23 0,39 1,02 1,35 0,78
41 B-Bisaboleno 15,310 0,35 0,35 0,24 0,3 0,33
42 B-Curcumeno 15,359 0,33 0,16 0,29 0,29 0,41
43 Sesquicineol 15,410 0 0 0 0 0,04
44 10-epi-Italiceno éter 15,468 0,16 0,23 0,23 0,21 0,26
45 pB-Sesquifellandreno 15,571 16,25 14,39 9,73 14,56 13,25
46 (E)-y-Bisaboleno 15,690 0,03 0 0 0,06 0,09
47 Ttaliceno éter 15,771 0,35 0,46 0,53 0,45 0,45
48  cis-Sesquisabineno hidrato 15,865 0,63 0,76 0,79 0,63 0,69
49  (E)-Nerolidol 16,140 0,45 0,66 0,37 0,65 0,81
50 (3Z)-Hexenil benzoato 16,275 0,06 0,16 0 0,07 0,12
51 trans-Sesquisabineno hidrato 16,421 1,68 2,85 2,76 2,43 2,23
52 Oxido de Cariofileno 16,549 1,39 3,22 2,03 1,72 1,92
53  B-Copaen-4-a-ol 16,718 0,2 0,3 0,34 0,28 0,39
54 Helifoleno-12-al A 16,840 0,15 0,21 0,18 0,32 0,3
55  Carotol 16,927 0,58 1,19 0,73 0,72 0,97
56  Widrol 17,052 0,06 0 0,07 0,08 0,22
57  1-epi-Cubenol 17,176 0,46 0,52 0,34 0,54 0,65
58 a-Acorenol 17,237 0,42 0,89 0,46 0,37 0,53
59  B-Acorenol 17,282 0,26 0,34 0,27 0,26 0,37
60 Cariofila-4(12),8(13)-dien-50-0l 17,329 0,28 0,54 0,46 0,35 0,46
61 Desmetoxiencecalina 17,491 0,11 0 0,14 0 0,21
62 B-Eudesmol 17,532 0,55 0,77 0,4 1,17 0,62
63  B-Bisabolol 17,777 1 1,08 1,02 1,08 1,25
64 a-Bisabolol 17,946 0,51 0,57 0,51 0,58 0,06
65 11-oH-Himacal-4-en-1-$-ol 18,005 1,93 2,95 1,88 2,62 2,27
66  (Z)-Nuciferol 18,131 0,23 0,39 0,27 0,3 0,37
67 (2)-y-Curcumen-12-ol 18,239 0,22 0,44 0,21 0,2 0,31
68 Pentadecanal 18,303 0,25 0,21 0,33 0,09 0,27
69  Curcufenol 18,376 0,03 0,06 0,08 0,05 0,1
70  Xantorrizol 18,848 0,17 0,14 0,07 0,19 0,11
71 Aristolona 19,109 0 0,1 0 0 0,11
72 Acetato de (Z)-o-trans-Bergamotol 19,418 0,04 0 0 0,03 0,07
73 B-Vetivono 19,555 0,05 0,09 0 0,03 0,12
74  o-Vetivono 20,325 3,67 1,54 5,24 2,78 2,13
75 (Z)-acetato de Lancelol 20,608 0,07 0,07 0 0,05 0,11
76 Encecalina 21,473 5,5 5,07 9,15 6,75 5,81
77 2',3".3"-trimetil-2',3'-Dihidroangelicina 21,956 1,24 1,58 1,71 2,07 1,88
78 (5E,9E)-Farnesilacetona 22,360 0,03 0 0 0 0,02
79  Fitol 23,327 0,37 0,51 0,25 0,31 0,4
80  Acetato de Occidol 23,772 0 0 0 0 0,03
81 Sempervirol 23,992 0,08 0,09 0,13 0,1 0,09
82  Abieta-7,13-dien-3-one 24,530 0,07 0,05 0,1 0,11 0,08
83  6,7-dihidro-Ferruginol 24,991 0,08 0,07 0,07 0,07 0,06
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84  Tetracosano 25,324 0,03 0 0 0 0,03
85  Acetato de cis-Ferruginol 25,540 0 0 0 0 0,04
86  6-dioxi-Taxodion 25,749 0 0 0 0 0,03
87 Pentacosano 27,348 0 0 0 0 0,02
88 Hexacosano 29,230 0,11 0,14 0,14 0,1 0,12
89 Heptacosano 31,093 0,1 0,2 0,18 0,13 0,36
Monoterpenos oxigenados (%) 0,43 1,4 0,24 0,85 1,39
Esteres alifaticos (%) 0,12 0,21 0,18 0,07 0,2
Alilbencenos (%) 0,41 0,39 0,58 0,38 1,02
Hidrocarburos sesquiterpénicos (%) 62,46 51,01 5551 59,65 57,04
Cromenos (%) 6,85 6,65 11 8,85 7,98
Sesquiterpenos oxigenados (%) 15,63 20,43 19,24 18,16 17,98
Aldehidos alifaticos (%) 0,25 0,21 0,33 0,09 0,27
Diterpenos oxigenados (%) 0,60 0,72 0,55 0,59 0,70
Alkanos (%) 0,24 0,34 0,32 0,23 0,53
Total de compuestos identificados (%) 86,99 81,46 8795 88,87 8722

TR: tiempo de retencion, Dic: diciembre, Ene: enero, Feb: febrero, Mar: marzo, Abr: abril.

En los cinco meses de colectas realizadas, fue observado 15 compuestos mayoritarios y
dentro de este grupo (figura 1), fue constante la presencia de tres sesquiterpenos B-cariofileno
(12,45-15,53 %), (Z)-p-farneseno (13,61-17,36 %) y B-sesquifelandreno (9,73-16,25 %), el
primer mes de la colecta fue observado que B-sesquifelandreno es el mayoritario (16,25 %),
el segundo y tercer mes de colecta se observo (Z)-p-farneseno como el mayoritario y son los
mas altos porcentajes observados en la composicion del aceite y el pentltimo y Gltimo mes de
colecta fue el B-cariofileno el de mayor porcentaje. Los tres sesquiterpenos representa 46,04
% para el mes de diciembre, 43,83 % enero, 41,42 % febrero, 43,39 % marzo y 43 % abril.

De los doce restantes componentes mayoritarios se observo que la encecalina esta presente
en los 5 meses y en febrero estd en mayor porcentaje (9,15 %), lo que no se puede decir
del germacreno D, no esta presente en el mes de enero. y-curcumeno y o-vetivono, estan
presentes todos los meses de colecta, observando que en el mes de enero presentan los mas
bajos porcentajes (1,49 % y 1,54 %, respectivamente).

Para el trans-sesquisabineno hidrato y el 6xido de cariofileno sus maximos valores de
porcentaje de presencia fueron alcanzados en los meses de enero y febrero. Los maximos
valores de 11-aH-Himacal-4-en-1-B-ol son alcanzados en el mes de enero y marzo, finalmente
2',3',3'-trimetil-2',3'-Dihidroangelicina alcanza sus maximos valores en los meses de febrero
y marzo.

Montenegro (2001) trabajo con el aceite esencial de las partes aéreas de O. peruvianus
colectados en Yauyos, en este trabajo fue aislado el 6xido de cariofileno, dato con el
que presume que fue el compuesto mayoritario; comparando el estudio del 2001 con el
presente trabajo, se observa que el 6xido de cariofileno no es uno de los tres mayoritarios
sesquiterpenos. De acuerdo a la literatura®? la composicion de los aceites esenciales se puede
ver afectado por factores bidticos y abidticos del medio ambiente, la planta fue colectada
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en diferentes lugares. La composicion quimica puede variar de acuerdo a los organos de la
planta®?, Montenegro uso partes aéreas (hojas, ramas y flores), mientras que en el presente
estudio se usaron solo hojas.

En los estudios de aceite esencial de las partes aéreas de otras especies del mismo
género, O. heptanthus"', O. pinifolius'? y en O. piquerioides' presentaron monoterpenos
no oxigenados y oxigenados como mayoritarios, lo que no sucede en la especie objetivo de
nuestro estudio. De los tres sesquiterpenos mayoritarios presentes en O. peruvianus, so6lo
B-cariofileno también esta presente en O. pinifolius y O. piquerioides, con la diferencia que
no corresponde a los mayoritarios en esas especies.
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Figura 1. Variacion estacional de la composicion quimica del aceite esencial de las
hojas de O. peruvianus.

El sesquiterpeno biciclico natural B-cariofileno es comunmente encontrado en los aceites
esenciales de plantas como Cinnamomum tamala (25,3,%), Didymocarpus tomentosa
(78,7,%), tiene actividad antioxidante, antibacteriano, anticancerigeno, antiinflamatorio,
cardioprotector, hepatoprotector, gastroprotective, nefroprotectivo'*

(Z)-p-farneseno es un hidrocarburo sesquiterpénico aciclico con actividad insecticida y es
atoxico para plantas, animales superiores y el hombre. También fue reportado su actividad
antioxidante'.

B-sesquifelandreno es un sesquiterpeno que presenta actividad anticancerigena'®.

La biosintesis de los sesquiterpenos B-cariofileno, (Z)-p-farneseno y B-sesquifelandreno se
llevan a cabo en el citosol a través de la via del mevalonato'
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CONCLUSIONES

El aceite esencial obtenido por el método de hidrodestilacion de las hojas de Ophryosporus
peruvianus colectados en Andahuaylillas durante la estacion de diciembre-2018 a abril-2019
presenta una composicion quimica muy variada desde monoterpenos oxigenados,
hidrocarburos sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados, diterpenos oxigenados. Los
metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los cinco meses de colecta fueron los
hidrocarburos sesquiterpénicos B-cariofileno, (Z)-p-farneseno y B-sesquifelandreno.
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