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Editorial
Polimeros termoconmutables

En afios recientes, una de las areas de los polimeros mas ampliamente investigadas,
por las importantes aplicaciones tecnoldgicas a que pueden dar lugar, es la sintesis de
macromoléculas conmutables o sensibles a cambios en el medio ambiente tales como; por
ejemplo, temperatura, pH, luz, y campo eléctrico o magnético. Este tipo de polimeros,
conmutables o sensibles, tienen alto potencial para aplicaciones en biomateriales, en
microsistemas, sensores y catalisis, entre otros. Entre los polimeros conmutables que mas se
han investigado se encuentran los polimeros termosensibles.

Se pueden obtener polimeros con respuesta térmica usando los homopolimeros y copolimeros
de N-isopropilacrilamida, N-vinilcaprolactama, y vinilmetiléter. Sin embargo, en afios
recientes, se descubrio que también algunos polimeros de 2-oxazolinas tienen la propiedad
de tener sensibilidad térmica, tales como, poli(isopropil-2-oxazolina), poli(n-propil-2-
oxazolina), poli(etil-2-oxazolina) y poli(ciclopropil-2-oxazolina).

Los polimeros termosensibles presentan, en solucion acuosa, una transicion conformacional
bien definida, donde las propiedades fisicas cambian drasticamente en un estrecho rango de
temperatura. Esta temperatura es denominada en inglés “Low critical solution temperature”
(LCST). Por ejemplo, los polimeros de N-isopropilacrilamida, cuando estan disueltos en
agua, pasan a los 32 grados centigrados de un estado hidrofilico a un estado hidrofobico
y precipitan o se dispersan en el medio acuoso y este fenomeno es reversible, ya que, al
disminuir la temperatura por debajo de los 32 °C, se disuelven nuevamente, pudiendo servir,
entonces, como un “switch” o un interruptor macromolecular. Esta temperatura LCST se
puede disminuir o aumentar al copolimerizar la N-isopropilacrilamida con monomeros
hidrofébicos o hidrofilicos, respectivamente, o mediante la adicion de surfactantes o sales
inorganicas. Se pueden obtener temperaturas de transicion cercanas a la temperatura corporal
humana, abriendo la posibilidad para aplicaciones tecnoldgicas muy interesantes.

La transicion conformacional LCST se puede utilizar en términos practicos, por ejemplo,
para elaborar hidrogeles termosensibles que puedan servir como sistemas de liberacion
controlada de medicamentos y fertilizantes, en ingenieria de tejidos o en valvulas y sensores
para microfluidos.

En el Perq, se debe promover la investigacion basica y aplicada en polimeros y, en particular,
en este tipo de polimeros conmutables que tienen un potencial de alto valor agregado. Se deben
formar, en nuestro pais, recursos humanos especializados en los polimeros tradicionales, pero
también en los polimeros funcionalizados o con propiedades especiales.

Dr. Juan Carlos Rueda
Pontificia Universidad Catolica del Peru
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ISOLATION AND STRUCTURAL ELUCIDATION OF A NEW
DEPSIDE OF LICHEN Everniopsis trulla

Olivio Nino Castro Mandujano’", Jests Lopez Rodilla?, Sofia Pombal?,
Francisca Sanz Gonzalez’, Julio Santiago Contreras'

ABSTRACT

In this research, a new depside of the lichen Everniopsis trulla has been isolated. The
extraction was carried out to 400 g of dry sample and ground with ethanol for 3 repetitions,
then, it was fractionated by applying column chromatography with the CHC1,-MeOH system
and purified by recrystallization with MeOH-Acetone (1: 1); Finally, white crystals in the
form of needles (solid C) with a melting point of 198 © C were obtained, whose structure
was elucidated based on spectroscopic data (UV-Visible, IR, NMR-H1, NMR-C", mass
spectrometry and single crystal X-ray diffraction). According to the Science Finder databases,
it is a new depside, called trullarin, and it is observed that molecular packing is influenced by
both intramolecular and intermolecular forces. Intermolecular hydrogen bonds of O -H ---O
type binds neighboring molecules forming dimers.

Key words: Crystal structure; Depside; Everniopsis trulla; Trullarin

AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE
UN NUEVO DEPSIDO DEL LIQUEN Everniopsis trulla

RESUMEN

En esta investigacion se ha aislado a un nuevo dépsido del liquen Everniopsis trulla. Se
realizo la extraccion a 400 g de muestra seca y molida con etanol por 3 repeticiones, luego,
se fraccion6 aplicando cromatografia en columna con el sistema CHCI,-MeOH y purifico
por recristalizacion con MeOH-Acetona (1:1); finalmente se obtuvo unos cristales blancos
en forma de agujas (sélido C) de punto de fusion de 198 °C, el cual se elucid6 su estructura
en base a los datos espectroscopicos (UV-Visible, IR, RMN-H!, RMN-C", espectrometria
de masas y difraccion de monocristales de rayos X). Segtn la base de datos de Science

! Facultad de Quimica e Ing. Quimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Calle German Amézaga 375,
Lima 1, Per. Email O. Castro: ocastro@unmsm.edu.pe; J. Santiago: jsantiagoc@unmsm.edu.pe.

2 Departamento de Quimica, Unidade FibEnTech, Universidade da Beira Interior, 6201-001 Covilha, Portugal.
Email J. Rodilla: rodilla@ubi.pt; S. Pombal: sofia.pombal@gmail.com.

3 Servicio de Difraccion de Rayos X, Universidad de Salamanca, Facultad de Ciencias, Plaza de la Merced s/n;
E-37008 Salamanca, Espafia. Email: sdrayosx@usal.es.
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Finder, se trata de un nuevo dépsido, llamado trullarin y se observa que el empaquetamiento
molecular estd influenciado por fuerzas tanto intramoleculares como intermoleculares.
Enlaces de hidroégeno intermoleculares del tipo O - H ---O enlaza las moléculas vecinas
formando dimeros.

Palabras clave: Estructura cristalina; dépsido; Everniopsis trulla; trullarin.

INTRODUCTION

Biomass has become in recent years an alternative source of molecular scaffolds for the
synthesis of the next generation of bioactive compounds (nutraceuticals, antioxidants,
antimicrobials, insecticides, drugs or materials). The presence of one or more chiral atoms in
these metabolites increases their utility in the development of new drugs. Moreover, biomass
processing often generates by-products useful in other industriesl. A well-known example
is the generation of 5-hydroxymethylfurfural (HMF) from the dehydration of fructose. The
HMF can be transformed into different furan derivatives, such as 2,5-bis (hydroxymethyl)
furan, which is an optimal substrate for the manufacturing of polyurethane foam with better
flame hazards properties?.

Lichens are organisms widespread in nature, and are of particular interest in medicinal
chemistry due to the wide variety of metabolites associated to their biomass. The use of
xanthones has been reported for the synthesis of new molecules with better antifungal
properties. Likewise, usnic acid, a major metabolite identified in many lichens, has been used
to generate several derivatives with antimicrobial and tuberculostatic properties®*.

Depsides are polyphenolic compounds comprising two or more monocyclic aromatic units,
linked by an ester bond. They are often found in lichens, but have also been isolated from
plants from the Ericaceae, Lamiaceae, and Papaveraceae family. Depsides have antibiotic,
anti-HIV, and antiproliferative activities. As inhibitors of prostaglandin biosynthesis and
leukotriene B4 biosynthesis, depsides are considered potent nonsteroidal anti-inflammatory
compounds®.

The Parmeliaceae is a large and diverse family of Lecanoromycetes. A botanical study of all
genera of Parmeliaceae family includes information on basic morphological characteristics
for each species, but up to date there is no specific information regarding their phytochemical
and pharmacological characteristics®. Previous research performed on the lichen Everniopsis
trulla (Ach.) Nyl, (family Parmeliaceae), identified atranorin and usnic acid contained in the
thallus surface. Tri-terpenes and B-orcinol depsidones were also found in its medulla®. In
another study, the compounds chloratranorin and atranorin were identified from two extracts
of E. trulla by TLC. The presence of two additional unknown substances was also detected’.

In this paper, the chemical structure of a new depside isolated from lichen E. trulla (Ach.)
Nyl is presented, which increases the knowledge about the metabolites present in this species.

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021
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EXPERIMENTAL PART

Sample. The lichen specimen Everniopsis trulla (400 g) was collected in “Canchas city”,
Asuncion (Huaraz, Peru), in 2011 at an altitude of 3427 meters (10,650 feet). A voucher
specimen was deposited in the Museum of Natural History of National University of San
Marcos, UNMSM, Lima, Peru.

Extraction and isolation

The powdered sample generated from E. trulla, was extracted successively with ethanol
The chloroform extract was run through a chromatographic column (silica gel, CHCI3-
MeOH gradient) isolating five compounds: solid A (usnic acid), solid B (atranorin), solid
C (trullarin), 2,4-dihydroxy-3-formyl-6-methylbenzoate (ethyl haematommate) and a
compound still unidentified). Trullarin was purified by crystallization. Colourless single
crystals were obtained by crystallization from EtOH/H20 (mp: 198-199 °C).

RESULTS AND DISCUSSION

Usnic acid, atranorin and 2,4-dihydroxy-3-formyl-6-methylbenzoate were identified by
comparison of their spectroscopic data with the literature® '3 14,

Trullarin chemical structure elucidation

Trullarin was identified as depside through qualitative chemical reactions. This compound
reacted with NaOCl and Ca(OCl), in solution to give red and orange colors; It also reacted
with p-phenylenediamine to give red and orange colors. This reactivity is typical of a depside
with an aromatic aldehyde moiety®®. The chemical structure of trullarin was elucidated using
"H-NMR, *C-NMR, UV and IR spectroscopies. The confirmation of the structure of trullarin
was accomplished by single-crystal X-ray diffraction analysis.

'H-NMR (benzene-d6, 400MHz): § (ppm) 12.70, 12.65, 12.44 (each 1H, s, Ar-OH), 10.24

(1H, s, -CHO), 6.28 (1H, s, Ar-H), 3.25 (3H, s, - CO2Me), 2.33, 2.11 (each 3H, s, Ar-Me 5
and 6), 2.23 and 2.25 (each 3H, s, Ar-Me 3’ and 5°). See figure 1.

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021
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BC-NMR (benzene-d6, 100MHz): showed five methyl groups at 69.4, 23.7, 24.0, 25.1 in two
aromatic rings and 51.4 for the methyl ester. It also showed two carbonyl esters at 6 163.5 and
172.2 and showed an aldehyde group at 6 193.4 ppm in C-3. See figure 2.

MS: HRMS m/z 389.1624 (calcd for C20H2108, 389.1622).
UV: Amax in ethanol 219.3 nm and 269.5 nm.
IR (KBr, cm™): 3090, 3002, 1651, 1622, 1582, 1451, 1407, 1268, 1163, 1106, 820, 802, 610.

This compound called trullarin is new according to the PUCP BASE OF SCIENCE
FINDER. Its chemical name is: (Methyl-2,6-dimethyl-4 '- (3-formyl-2,4-dihydroxy-5,6-
imethylbenzoyloxy) -3'-hydroxy benzoate). HRESIMS (negative mode): m/z387.1071 [M-
H] + (calculated for C20H1908: 387.1080). The title compound named trullarin, C, H, O,,
crystallizes with one molecule in the asymmetric unit in the monoclinic centrosymmetric
space group P2 /n with the following unit cell parameters: a = 11.0400(3) A, b=11.2752(3)
A, c=14.7893(4) A, a=v=90°, B =109.074(2)°, V = 1739.87(8) A3, Z = 4. Figure 3 shows
the molecular structure in solid state, in which the individual conformation of trullarin can be
observed. The crystallographic data is presented in Table 1. Selected bond lengths and angles

are given in Table 2. All the bond lengths and angles are within the normal ranges.

Figura 2. Molecular structure of trullarin.

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021
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Tabla 1. Crystallographic data for C, H, O

200720 78"

CCDC

Empirical formula

Formula weight
Temperature (K)
Wavelength (A)

Crystal system

Space group

Unit cell dimensions

a(A)

b ()

c(A)

a[°], B[, v[°]

Volume (A3), Z

Density (calculated (Mgm3)
Absorption coefficient (mm'")
F(000)

Crystal size (mm)

Range for data collection 0 (°)
Limiting indices h, k, 1
Reflections collected
Independent reflections
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [[>26(1)]

R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

1508526
C20H200s
388.36
298(2)
1.54178
Monoclinic

P2;/n

11.0400(3)

11.2752(3)

14.7893(4)

90, 109.074(2), 90

1739.87(8), 4

1.483

0.975

816

0.15x0.10x 0.08

4.38 t0 66.90
-13<h<13,-12<k<13,-17<1<14
11153

2934 (Riny =0.0312)
Full-matrix least-squares on F?
2934/0/262

1.065

R1=0.0678, wR2 = 0.2309
R;=0.0819, wRa = 0.2556
0.270 y -0.765
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Tabla 2. Selected bond lengths (A) and bond angles (°) for C, H, O

Bond Length (A) Diedral angles Angles (°)
O(1)-C(2) 1.353(3) C(15)-0(3)-C(16) 117.3(3)
0(2)-C(15) 1.227(4) C(7)-0(4)-C(6) 117.8(2)
0O(3)-C(15) 1.308(4) O(1)-C(2)-C(3) 122.6(3)
0O(3)-C(16) 1.449(4) O(1)-C(2)-C(1) 115.0(2)
0(4)-C(7) 1.345(3) C(1)-C(6)-0(4) 117.4(3)
0(4)-C(6) 1.414(3) C(5)-C(6)-0(4) 118.5(3)
0O(5)-C(7) 1.212(3) 0O(5)-C(7)-0(4) 120.7(3)
0(6)-C(9) 1.328(3) O(5)-C(7)-C(8) 124.3(2)
0O(7)-C(18) 1.227(4) 0(4)-C(7)-C(8) 115.02)
O(8)-C(11) 1.336(3) 0(6)-C(9)-C(10) 115.3(2)
C(N-C(®) 1.468(4) 0(6)-C(9)-C(8) 123.5(3)
O(8)-C(11)-C(12) 118.9(3)
O(8)-C(11)-C(10) 120.8(3)
0(2)-C(15)-0(3) 121.7(3)
0(2)-C(15)-C(3) 122.7(3)
0O(3)-C(15)-C(3) 115.6(2)
O(7)-C(18)-C(10) 123.4(3)

The planar conformation of the ester groups is established from the torsion angles O3-C15-
02-C3 =-178.5(5) and O4-C7-05-C8 = 179.3(5). The hydroxyl groups are coplanar with the
aromatic rings; the O1—C2—C1—C6, 06—C9—C10—C11 and O8—C11—C12—C13
torsion angles are -179.9 (3)°, 179.5 (3)° and -179.6 (3)°, respectively.

In the crystal structure of trullarin, there are two benzene rings in the molecule. C(1), C(2),
C(3), C(4), C(5) and C(6) form the first plane, with a mean deviation of 0.0167 A, defined
as plane 1. Similarly, C(8), C(9), C(10), C(11), C(12) and C(13) forms the second plane
with a mean deviation of 0.0048 A, defined as plane II. The dihedral angle between plane I
and plane II is 64.4(9)°. In addition, the ester group C(7), C(8), O(4) and O(5) forms a third
plane, defined as plane III. The dihedral angle between plane II and plane IIT is 4.3(1)°, which
suggests that both are nearly co-planar. This indicates that there is a n-m conjugation between
the C(=0) group and the benzene ring of plane I1'> 6.

The molecular packing of trullarin is influenced by both intramolecular and intermolecular
forces. Intramolecular forces determine molecular shape, which in turn play an important
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role in determining the most effective ways of packing the molecules in the crystal [13]. In
the structure, there are three intramolecular hydrogen bonds of O-H:--O type. The O1---02,
05--:06 and O7---08 intramolecular hydrogen bonds generate a six-membered rings (Table
3 and Fig. 4). Furthermore, one intermolecular hydrogen bond of O-H:--O type, O5---06,
links adjacent molecules into dimers (Table 3 and Fig. 4). The dimers form twelve-membered
rings and present an anti-parallel orientation along an axis. The packing diagram in Fig.
5 shows the stacking pattern of trullarin, viewed along the [010] direction. The chemical
structure obtained by single crystal XRD agrees very well with NMR spectroscopy data.

Tabla 3. Intra- and Intermolecular hydrogen bonds geometry (A, °) for C, H, O

207720 78"
D—H:--A D—H H---A DA D—H:--A
O1—H1---02! 0.82 1.81 2.540(3) 147
06—H6---O5! 0.82 1.83 2.541(3) 144
0O8—H8:--07! 0.82 1.83 2.554(4) 146
06—H6---05' 0.82 2.52 3.088(3) 127

Symmetry codes: (i) =X, y,z (i) = 1-x, 1-y, -z

Figura 4. Intermolecular hydrogen bonding in trullarin.

The chemical structure obtained by single crystal XRD aligns very well with NMR

spectroscopy data. Figure 6, shows the chemical structure of the isolated new compound
from E. trulla.
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t. .07
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AN,

Figura 6. Chemical structure of trullarin.

CONCLUSIONS

Four compounds were isolated from the Peruvian Lichen E. trulla. One of them, compound
C (trullarin), is reported for the first time. Has melting point of 198 ° C were obtained, whose
structure was elucidated based on spectroscopic data (UV-Visible, IR, NMR-H!, NMR-C",
mass spectrometry and single crystal X-ray diffraction) and its chemical name is: (Methyl-
2,6-dimethyl-4 - (3-formyl-2,4-dihydroxy-5,6-imethylbenzoyloxy) -3'-hydroxy benzoate).
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE
EXTRACTOS DE HOJAS DE Buddleja inkana, Oreocallis grandiflora 'y
Chugquiraga spinosa

Karen Tufinio Miranda®, Harold Ames Canchaya?, Abel Vergara Sotomayor?,
Alejandro Fukusaki Yoshizawa®, Karin Paucar Cuba™

RESUMEN

A fin de poder usar extractos de plantas nativas en aplicaciones medicinales, cosméticas,
anticorrosivas, entre otras; el objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad
antioxidante, asi como el contenido de flavonoides y compuestos fenolicos totales de los
extractos etandlicos e hidroalcoholicos de las hojas de Buddleja inkana (quisuar), Oreocallis
grandiflora (cucharilla) y Chuquiraga spinosa (huamanpinta). La medicion de la actividad
antioxidante: FRAP, DPPH y ABTS-" asi como el contenido de flavonoides y compuestos
fenodlicos totales, se realizé por el método de lector en microplaca. Los resultados obtenidos
al evaluar la actividad antioxidante de los extractos en etanol absoluto y en soluciones
hidroalcohdlicas al 75 y 50 % (v/v) en etanol mostraron que los extractos de la Oreocallis
grandiflora presentaron una mayor actividad antioxidante comparados con los extractos
de la Buddleja inkana y Chuquiraga spinosa, y que los extractos hidroalcohdlicos al 75
% (v/v) de etanol fueron los extractos con la mayor actividad antioxidante, probablemente
asociado al solvente y a que dichos extractos presentaron también mayores concentraciones
de compuestos fenolicos totales.

Palabras clave: Buddleja inkana, Oreocallis grandiflora, Chuquiraga spinosa, antioxidantes,
flavonoides, fenoles.

DETERMINATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF
Buddleja inkana, Oreocallis grandiflora and
Chugquiraga spinose LEAF EXTRACTS

ABSTRACT
In order to use native plant extracts in medicinal, cosmetic, anticorrosive and other

applications; the objective of these work was to evaluate the antioxidant activity, as well as
the content of flavonoids and total phenolic compounds of the ethanolic and hydroalcoholic
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extracts of the leaves of Buddleja inkana (quisuar), Oreocallis grandiflora (cucharilla) and
Chuquiraga spinose (huamanpinta). The measurement of antioxidant activity: FRAP, DPPH
and ABTS-*, as well as the content of flavonoids and total phenolic compounds, was carried
out by the microplate reader method. The results when evaluating the antioxidant activity of
ethanolic and hydroalcoholic solutions at 75 and 50 % (v/v) in ethanol extracts showed that
the extracts of Oreocallis grandiflora showed a higher antioxidant activity than Buddleja
inkana and Chuquiraga spinosa, and that the hydroalcoholic extracts at 75 % (v/v) ethanol
were the extracts with high antioxidant activity, probably associated with the solvent, since
these extract also presented the highest concentrations of total phenolic compounds.

Key words: Buddleja inkana, Oreocallis grandiflora, Chuquiraga spinosa, antioxidants,
flavonoids, phenols.

INTRODUCCION

En el Per(, la identificacion e investigacion en los usos de plantas nativas es todavia incipiente
en comparacion a la extensa flora con la que contamos debido a nuestra diversidad geografica
y climatica; lo cual motiva a profundizar su estudio. Con la finalidad de poder valorar sus
propiedades e importancia, la mayor parte de investigaciones se basan en la busqueda de
plantas con propiedades alimenticias, medicinales, anticorrosivas, entre otras'?. La actividad
antioxidante de sus extractos y/o sus fracciones, es muy estudiada en farmacologia y se ha
visto su relacion con el contenido de fenoles y flavonoides presentes en algunas plantas®.

Porotro lado, los ensayos para la determinacion de la actividad antioxidante pueden clasificarse
segun la naturaleza del mecanismo sobre el cual los antioxidantes neutralizan los radicales
libres; de esta forma, existen ensayos basados en la transferencia de atomos de hidroégeno y
ensayos basados en la transferencia de electrones. A este segundo tipo pertenecen los analisis
TEAC (Capacidad antioxidante de equivalentes TROLOX), FRAP (parametro antioxidante
de la reduccion del ion férrico), DPPH (2,2-difenil-2-picrihidrazil), capacidad de reduccion
del cobre Il y ensayo de fenoles totales por reactivos de Folin Ciocalteu.

Los métodos espectroscopicos basados en la transferencia de electrones, miden la capacidad
de un antioxidante de reducir un agente oxidante, ocurriendo generalmente un cambio de
color (el cambio de color es directamente proporcional a la concentracion de los antioxidantes
de la muestra) sobre el compuesto reducido, los casos mas representativos son la pérdida de
color de los ensayos realizados con el DPPH* y el radical cation ABTS-*>. El objetivo del
presente estudio fue determinar el contenido de flavonoides, compuestos fendlicos totales y
la actividad antioxidante de extractos de diferente polaridad de tres plantas nativas: Buddleja
inkana, Oreocallis grandiflora y Chuquiraga spinosa, con fines medicinales, cosméticos,
anticorrosivos, etc., se aplicé el método de microplaca para la determinacion de flavonoides,
fenoles totales y los ensayos de inhibicion de radicales FRAP, DPPH y ABTS-*¢.
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PARTE EXPERIMENTAL

Obtencion de las muestras

La muestra de Buddleja inkana Ruiz & Pav., de la familia Loganiaceae (quisuar); fue
recolectada en la provincia de Canta (Lima) ¢ identificada por el bidlogo Severo Baldedén
Malpartida (constancia No. 072-USM-2018). La muestra de Oreocallis grandiflora (Lam) R.
Br., de la familia Proteaceae, fue recolectada en marzo del 2018 en la carretera Tiambra, hacia
arriba de la quebrada, km 14 desde Huasahuasi, provincia de Tarma (Junin). Es un arbusto
de 1-2 m de alto, con flores de color rosado fucsia y su habitat es matorral; fue identificada
por la bidloga Asuncion Cano Echevarria (constancia No. 071-USM-2018). La muestra de
Chuquiraga spinosa Less "huamanpita", de la familia Astereaceae, fue recolectada en febrero
del 2018 en el distrito de Huaros, provincia de Canta (Lima). Es un arbusto espinoso con 0,5-
1,5 m de alto, flores anaranjadas, crece en matorral en zona rocosa dominada por arbustos de
Baccharis sp. y Lupinus sp.; fue identificada en el Museo de Historia Natural de la UNMSM
por el bidlogo Severo Baldedn Malpartida (constancia No. 070-USM-2018).

Obtencion de los extractos

Para la preparacion de los extractos se selecciono solo las hojas de la muestra bruta de cada
planta: Buddleja incaka, Oreocallis grandiflora y Chuquiraga spinosa. Para la extraccion por
maceracion las hojas fueron limpiadas, secadas bajo sombra durante 21 dias, molidas con un
molino de mano y tamizadas en tamiz N° 40. Para la extraccion se utilizo 50 g de la muestra
molida en 100 mL de solvente, es decir, etanol absoluto y soluciones hidroalcéholicas al 75
y 50 % (v/v) en etanol. La maceracion se realizo en caliente a 40 °C durante 4 dias, en este
periodo de tiempo la muestra se sonicd y filtro 5 veces, las primeras por gravedad usando
papel filtro rapido y la ultima por filtracion al vacio; al cuarto dia se obtuvo el extracto
liquido que fue secado en una estufa a 40 °C hasta obtener el extracto sélido. Los extractos,
asi obtenidos, fueron utilizados para realizar las pruebas de actividad antioxidante: FRAP,
DPPH y ABTS-*, asi como la determinacion de flavonoides y compuestos fendlicos totales.

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico, conocido también como marcha fitoquimica, es un método
cualitativo que permite identificar, de manera preliminar, los diferentes componentes o
metabolitos secundarios presentes en una planta. El tamizaje fitoquimico de las tres plantas
se realizé usando 10 g de las hojas secas, molidas y tamizadas de cada planta y siguiendo
los procedimientos descritos por Lock7 para la identificacion de metabolitos en cada planta.

Determinacion de antioxidantes

Se empled como solvente al metanol absoluto, se prepard 3 mL de la solucion de cada
extracto de las plantas: Buddleja inkana, Oreocallis grandiflora y Chuquiraga spinosa a
una concentracion de 5 mg/mL en metanol. Se pesd 150 mg de cada muestra, se llevo al
ultrasonido por 5 min, después se introdujo en un vortex. Las plantas con su respectiva
concentracion en etanol e hidroalcohdlicas se identificaron; en etanol absoluto: Buddleja
inkana (B ABS.), Oreocallis grandiflora (O ABS.), y Chuquiraga Spinosa (C ABS.), al 75 %
(v/v) en etanol: Buddleja inkana (B 75), Oreocallis grandiflora (O 75) y Chuquiraga spinosa
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(C 75) y al 50 % (v/v) en etanol: Buddleja inkana (B 50), Oreocallis grandiflora (O 50) y
Chuquiraga spinosa (C 50). Las mezclas, ya disueltas, se pasaron por un filtro de 22 pmy se
realizo las pruebas de FRAP, DPPH, ABTS-", flavonoides y compuestos fenolicos totales®.

Poder Antioxidante de Reduccién Férrica (FRAP), en lector de micro placa (modificado
para etanol): Este ensayo se basa en la capacidad de reducir el ion Fe* a Fe*? en presencia del
TPTZ (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico) formando un complejo azul
intenso de Fe-TPTZ con una absorbancia maxima de 593 nm. La absorbancia es proporcional
al contenido de antioxidantes.

Para el ensayo se mezclo 290 pL de solucion de trabajo (preparada a partir de 1 mL de
solucion tampén 300 mM (3,1g de CH,COONa-3H,0 y 16 mL de acido acético glacial), 1
mL de 20 mM FeCl,-6H,0 en solucion acuosa en 0,02M HCI, 1 mL de 10 mM TPTZ disuelto
en etanol y 11 mL de etanol) y 10 uL de muestra en un pocillo de microplaca, se esper6 15
min y se midi6 la absorbancia a 593 nm. Las mediciones se realizaron por triplicado. La
curva de calibracion se obtuvo usando una solucion de Trolox, ver figura 1. Los resultados se
expresaron en mg de equivalentes de Trolox/g de planta.

1 i
0,25 /

0,20 /
‘ A

e

0,154 e
0104 T y=0,0019x+0,0048

005 ] / R? = 0,9994

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Concentracién Trolox (T), ug/ml

Absorbancia

Figura 1. Curva de calibracion de Trolox.

Inhibicion frente al radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) en lector de micro
placa: Para el ensayo se mezcld 150 pL de disolucion de 400 uM DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) en metanol y 50 pL de la muestra en un pocillo de microplaca, se esperd 30
minutos y se midi6 la absorbancia a 515 nm. Las muestras se midieron por triplicado. Se
empled como estandar de control el acido galico.

Decoloracién del radical ABTS-*(acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)) en lector de micro placa: Para el ensayo, se prepararon 5 mL de solucién acuosa
7 mM de ABTS 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) y 5 mL de solucion
acuosa 2,45 mM de persulfato de potasio, las cuales luego se mezclaron en proporciones
(1:1) y se dejo incubar por 16 h en oscuridad, generando una disolucioén color verde cuya
absorbancia se midié a 734 nm. Una alicuota de dicha solucion se diluyé con una solucion
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tampon fosfato salino hasta alcanzar un valor de absorbancia de 0,7. Para el ensayo se mezclo
275 pL de dicha solucion y 25 pLL de muestra en un pocillo de microplaca y luego de 5 min de
reaccion se midi6 la absorbancia a 734 nm. Se us6é como estandar de control el acido galico.

La ecuacion 1 permite calcular el porcentaje de actividad antioxidante (AA) de los extractos
para los ensayos DPPH y ABTS-*:

Abs. ro1—(Abs gxtr, reactivo —ADS. extr, inreacti
AA (%) — [ control ~(ADS extracto con reactivo extracto sin reactivo) x 100 (1)
Abs.control

En base a las curvas de concentracion vs. porcentaje de actividad antioxidante se obtuvieron
los coeficientes de inhibicion al 50 % de actividad, IC,, de los extractos y del estandar
control. La determinacion del porcentaje de actividad antioxidante relativa (% AAR) de los
extractos de hojas para los ensayos DPPH y ABTS se realiz6 usando la ecuacion 2:

AAR (%) =1Cso m) / ICs0 r) * 100 2)

Donde:
IC,, o' Coeficiente de inhibicidon de la muestra.
IC_ _: Coeficiente de inhibicion del estandar de control.

50 (R)"

Flavonoides en lector de micro placa: Los flavonoides son los méas comunes antioxidantes,
el estandar a comparar fue la quercetina, ver figura 2. Para el ensayo se mezcld 160 pL de
solucion acuosa de NaNO, 0,85 % p/v y 30 pL de muestra en un pocillo de la microplaca
y se esperd 6 min. Se agregd 18 pL de solucion acuosa de AICI3 10 % y se esperd 5 min.
Posteriormente se agregd 120 uL de mezcla basica (preparada usando 1 mL de etanol
absoluto con 3,1 mL de NaOH 0,645 M). Se homogenizé la mezcla mediante pipeteo y se
medi6 inmediatamente la absorbancia a 510 nm. Las muestras se midieron por triplicado. Los
resultados fueron expresados en mg quercetina equivalente (AG)/ g de planta.

144

12 /
1,04

084 /
©y=0,0138x +0,0277
04 R2=0,9801

Absorbancia

T T T T T
6 20 40 60 80 100
Concentracién Quercetina (Q), pg/ml

Figura 2. Curva de calibracion de Quercetina.

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021



112 Karen Tufinio Miranda, Harold Ames Canchaya, Abel Vergara Sotomayor, Alejandro Fukusaki Yoshizawa...

Fenoles totales en lector de micro placa: Para el ensayo se mezclo 165 pL de solucion de
reactivo Folin-Cicalteu (preparada usando 1 mL del reactivo en 139 mL de agua) con 15
pL de muestra en un pocillo de microplaca, se esperd 5 min. Se agregd 120 pL de solucion
acuosa de Na,CO, 7 % p/v y se midi6 a 750 nm. Se realiz6 la curva de calibracion con una
solucion alcoholica de acido galico (AG), ver figura 3. Los resultados fueron expresados en
mg acido galico equivalente (AG)/ g de planta. Este procedimiento se efectuo por triplicado
con cada uno de los extractos.

35 /
3,0
2,5

y=0,0714x — 0,0034
R?=0,9997

Absorbancia

0,0 1=
) 10 20 30 40 0

Concentracién Acido galico (AG), pg/ml

Figura 3. Curva de calibracion de acido galico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de los extractos

La cantidad de extracto obtenido para cada planta en solucion fue: 2,8,4,7y 2,5 g para BABS.,
B 75 y B 50, respectivamente; 1,7, 1,9 y 4,1 g, para O ABS., O 75y O 50, respectivamente;
1,5,2,5y 1,5 g, para C ABS., C 75 y C 50, respectivamente. En general, la Buddleja inkana
fue la planta que mostr6 la mayor extraccion con los diferentes solventes y que los solventes
hidroalcohélicos favorecieron la extraccion de metabolitos, probablemente debido a la
solubilidad de algunos metabolitos en presencia de agua.

Tamizaje fitoquimico

Los resultados obtenidos en la determinacion de la composicion quimica de las distintas
fracciones de cada una de las plantas estudiadas se muestran en la tabla 1. El tamizaje
fitoquimico mostrd la presencia de fenoles, taninos, esteroides, triterpenoides, alcaloides,
saponinas y leucoantocianinas, metabolitos que pueden ser usados en diversas aplicaciones'.
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Tabla 1. Tamizaje fitoquimico.

Hojas de la planta Metabolitos secundarios

Buddleja inkana Componentes fenoélicos, taninos, saponinas, triterpenoides,
alcaloides.

Oreocallis grandiflora  Componentes fenoélicos, taninos, flavonoides, saponinas,
triterpenoides, estereoides, leucoantocianinas, alcaloides.

Chuquiraga spinosa Componentes fenolicos, flavonoides, alcaloides,

leucoantocianinas.

Actividad antioxidante

Ensayo de FRAP (Ferric reducing ability power)

Los extractos etanolicos e hidroalcoholicos de la Buddleja inkana y Oreocallis grandiflora,
mostraron una intensa coloracion azul debido a la formacion del complejo mientras que los
extractos de Chuquiraga spinosa el cambio de coloracidén no fue observada a simple vista,
lo cual guarda relacion con el mayor rendimiento de los extractos, asi como en los valores
de actividad antioxidante reportados en la tabla 2. Los extractos con la mayor actividad
antioxidante, en todos los casos, fueron los extractos hidroalcohélicos B 75,0 75y C 75 con
valores de 1997,78, 1317,53, y 56,98 mg trolox/g planta, respectivamente.

El mayor valor de la actividad antioxidante de los extractos hidroalcohélicos en comparacion
con los etanolicos podria atribuirse al solvente de extraccion utilizado, es decir, que la mezcla
de solventes (etanol/agua), en ciertas composiciones, favorecen la extraccion de metabolitos
secundarios con propiedades antioxidantes. Otros estudios realizados en extractos metandlicos
de las hojas de la Buddleja saligna reportaron valores de actividad antioxidante FRAP de
490,98 pumol Fe (IT)/g de muestra’.

Tabla 2. Actividad antioxidante FRAP de extractos etanolicos e hidroalcohdlicos de
Buddleja inkana, Oreocallis grandiflora y Chuquiraga spinosa.

planta/solvente Actividad antioxidante
(mg trolox/g muestra)

B ABS. 899,56 = 0,01
B75 1997,78 + 0,01
B 50 941,78 + 0,01

O ABS. 1106,97 + 0,03
075 1317,53 + 0,04
050 870,73 £ 0,01

C ABS. 10,04 + 0,01
C75 56,98 = 0,01
C50 25,20 + 0,01
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Ensayo DPPH

En la tabla 3, se muestra los IC50 y el AAR (%) de los extractos etandlicos e hidroalcohdlicos
estudiados, asi como del estandar control, evidenciando que los extractos hidroalcoholicos O
75, B 75 y C 75 exhiben una mejor actividad antioxidante por este método comparado con
los demas extractos estudiados.

En particular, la actividad antioxidante por DPPH de los extractos de Oreocallis grandiflora
fue mayor que la exhibida por los extractos de Buddleja inkana. Comparando los valores de
IC,, para los extractos estudiados, el valor de 25,26 ug/mL fue el mas bajo alcanzado por el
extracto O 75. Sin embargo, no tiene una buena capacidad antioxidante respecto al estandar
patron de acido galico.

Los extractos que mostraron la mayor actividad antioxidante relativa fueron los extractos O
75 y O ABS., con valores de 432,67 % y 632,75 %, respectivamente; verificando que estos
menores valores exhiben una mayor capacidad de captar los radicales libres.

Ensayos de DPPH a extractos etanolico de la Buddleja saligna'®, metanolico de la Buddleja
globosa'' e hidrofenil etil vainillato de la Buddleja salvifiola'> han reportado valores de IC_
de 8,16, 8,40 y 84,03 pg/mL, respectivamente; todos estos valores difieren del solvente,
especies y partes de plantas usadas pertenecen a la familia de la Buddleja inkana, la cual tiene
aln estudios incipientes.

Tabla 3. Coeficiente de inhibicion, IC50, y Actividad antioxidante relativa (AAR)
mediante DPPH de los extractos etandlicos e hidroalcohdlicos de Buddleja inkana,
Oreocallis grandiflora y Chuquiraga spinosa.

planta/solvente ICso AAR
(ng/mL) (%)
B ABS. 72,84 £0,01 1247,58
B 75 62,39 £ 0,01 1068,59
B 50 67,02 +0,03 1147,89
O ABS. 36,94 +£ 0,01 632,75
075 25,26 +0,01 432,67
050 122,14 +£ 0,02 2091,83
C ABS. 3439,09 + 0,01 58899,71
C75 773,28 £0,01 12558,59
C50 1361,61 + 0,01 23319,72
Acido Galico 5,83+ 0,04

Otros estudios realizados a extractos metandlicos de la Oreocallis grandiflora® reportaron,
en ensayos DPPH, valores de IC50 de 15 pg/mL concentraciones menores a las obtenidas
para los extractos estudiados. Por otro lado, estudios realizados a extractos etandlicos de
Chiquiraga spinosa'* y metandlicos de Chuquiraga spinosa®, reportaron resultados con una

mayor actividad antioxidante, con valores de actividad antioxidante, IC,, de 14,98 y 36,51
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pg/mL, respectivamente. El menor valor de IC, probablemente se encuentre relacionado con
las condiciones de extraccion, lugar de origen, entre otros.

Ensayo de ABTS™

En la tabla 4 se muestra los IC, |y AAR (%) de los extractos estudiados, asi como del estandar
control, evidenciando que los extractos O 75, B 75y C 75, al igual que en el ensayo DPPH,
exhiben una mejor actividad antioxidante comparado con los demas extractos estudiados.
De forma similar a lo evidenciado en los ensayos anteriores, la actividad antioxidante por
ABTS de los extractos de Oreocallis grandiflora fue mayor que la exhibida por los extractos
de Buddleja inkana. Comparando los valores de IC,, para los extractos estudiados, el valor
de 4,69 pg/mL fue el mas bajo alcanzado para el extracto O 75. Sin embargo, no tiene una
buena capacidad antioxidante respecto al estandar patron de 4cido galico. Los extractos que
mostraron la mayor actividad antioxidante relativa fueron los extractos O 75y O ABS., con
valores de 9,60 y 10,84 %, respectivamente; verificando que a menor valor mayor capacidad
antioxidante.

Tabla 4. Coeficiente de inhibicion, IC,, y Actividad antioxidante relativa (AAR)
mediante ABTS de los extractos etanolicos e hidroalcohdlicos de Buddleja inkana,
Oreocallis grandiflora'y Chuquiraga spinosa.

planta/solvente ICso AAR
(ng/mL) (%)

B ABS. 8,33 +£0.01 17,06
B75 6,54 £0.01 13,38

B 50 7,25+0.01 14,32

O ABS. 5,30+ 0.01 10,84
075 4,69 +0.01 9,60
050 11,31+ 0.01 23,14

C ABS. 90,07 +£0.01 184,23
Cc75 37,13+ 0.01 75,96
C50 52,08 +0.01 106,53

Acido Galico 0,48 £0.01

Los valores de AAR (%) reportados para extractos metandlicos y etandlicos de la Calamintha
grandiflora'®, especie perteneciente a la misma division y especie de la Oreocallis grandiflora,
fueron de 18,67 y 23,56 %, respectivamente; indicando una mayor actividad antioxidante que
los extractos de hojas de la Oreocallis grandiflora.

En la figura 4, se muestra que los valores de la concentracion de los extractos para IC_,
calculados por el ensayo de DPPH son mayores que los calculados para el ensayo de ABTS ™.
El ensayo ABTS muestra una mayor sensibilidad a la actividad antioxidante. Los extractos
O 75 y O ABS. mostraron los valores de IC50 mas bajos para ABTS " y una mayor actividad
antioxidante por ambos métodos.
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Figura 4. Actividad antioxidante por ensayos de DPPH y ABTS ™.

Contenido de flavonoides y fenoles totales

Enlatabla 5, se muestra los resultados obtenidos en la medicion del contenido de flavonoides.
Los extractos etanoélicos e hidroalcoholicos de la Buddleja inkana mostraron de 2 a 3 veces
mayor el contenido de flavonoides que los extractos de Oreocallis grandiflora y Chuquiraga

spinosa.

Tabla 5. Contenido de flavonoides de extractos etanolicos e hidroalcohodlicos de
Buddleja inkana, Oreocallis grandiflora y Chuquiraga spinosa.

planta/solvente Absorbancia Desv. Estandar Flavonoides
mg Quercetina/g planta

B ABS. 1,58 0,09 210,68 + 0,09
B75 1,66 0,07 369,24 + 0,07
B 50 1,02 0,10 118,52+ 0,10
O ABS. 0,53 0,01 39,97 +£0,01
075 0,74 0,01 65,14+ 0,01
050 0,18 0,09 31,44 + 0,09
C ABS. 0,50 0,04 34,14 £ 0,04
C75 0,96 0,28 111,11 +£0,28
C 50 0,10 0,16 5,51+0,16

En la tabla 6, se muestra los resultados obtenidos en la medicion del contenido de fenoles
totales. Los extractos alcohoélicos e hidroalcohdlicos al 75 % (v/v) de etanol de las tres plantas
en estudio mostraron los mayores contenidos de flavonoides y polifenoles totales, resultado
que mantiene correlacion con la elevada actividad antioxidante reportada en los ensayos

FRA, DPPH y ABTS-".
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Tabla 6. Contenido de fenoles totales de extractos etandlicos e hidroalcoholicos de
Buddleja inkana, Oreocallis grandiflora y Chuquiraga spinosa.

planta/solvente Absorbancia Desv. Estandar Fenoles totales
mg Acido Galico/g planta
B ABS. 1,75 0,05 91,77 £ 0,05
B 75 1,97 0,10 172,58 £ 0,10
B 50 1,79 0,10 82,29 +0,10
O ABS. 2,94 0,10 89,88 + 0,10
075 2,65 0,02 93,09 + 0,02
050 1,02 0,06 78,46 + 0,06
C ABS. 0,34 0,05 9,63 £ 0,05
C75 0,54 0,01 24,89 +0,01
C 50 0,29 0,01 8,50 +0,01

El contenido de fenoles para extractos metandlicos de la Oreocallis grandiflora'® reportaron
valores de 17,4 mg Acido Galico/100 mg de extracto, este resultado es tres veces menor al
obtenido para el extracto etandlico en estudio. Otros estudios de contenido de flavonoides
realizados solo a extractos etandlicos al 96 % de hojas de Chuquirga spinosa'’ obtuvieron
como resultado 80 mg quercetina/g y en el extracto de estudio se obtuvo entre 5,51 y 111,11
mg quercetina/g de planta. En el mismo estudio, el resultado de fenoles totales fue mayor a
100 mg acido galico/g extracto seco casi cuatro veces mas a nuestro extracto hidroalcohoélico
de 75 % con 24,89 mg acido galico/g planta. Otros estudios de flavonoides realizados a
extractos metandlicos de hojas de Buddleja saligna® determinaron 1,61 mg de quercetina/g
de planta seca comparado con el valor obtenido de los extractos estudiados entre 118,52 a
369,24 mg de quercetina/g planta. Un estudio realizado solo a extractos etanolicos de la
Buddleja inkana'® de dos diferentes lugares de Ecuador reportd para fenoles totales valores
entre 27,47- 47,40 mg de acido galico/g de extracto, comparados a los obtenidos entre 82,29
- 172,58 mg de acido galico/g de extracto.

CONCLUSIONES

Los extractos hidroalcohdlicos al 75 % (v/v) de etanol de las hojas de Oreocallis grandiflora
y de la Buddleja inkana, O 75 y B 75, respectivamente; presentaron la mayor actividad
antioxidante con los tres ensayos: FRAP, DPPH y ABTS . Para el extracto O 75 se obtuvo
actividad antioxidante en FRAP de 1317,53 mg Trolox/g planta, en DPPH un valor de IC,
igual a 25,26 y en ABTS ™" un valor de IC50 igual a 4,69 pug/mL y para el extracto B 75 se
obtuvo actividad antioxidante en FRAP de 1997,78 mg Trolox/g de planta, en DPPH un valor
de IC,, igual a 62,39 ug/mL y en ABTS-" un valor de IC50 igual a 6,54 pg/mL.

El extracto hidroalcohoélico O 75 present6 la mayor actividad antioxidante. El comportamiento

antioxidante guard6 relacion con el contenido de compuestos fenodlicos lo cual se evidencio a
través de la cuantificacion de metabolitos secundarios: flavonoides y fenoles totales.
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ESTUDIO DE LA VARIACION DE LA COMPOSICION QUIMICA
DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS PARTES AEREAS DE Nasa
ranunculifolia (Kunth)

Arnold Jesus Pantoja Sanchez!, Otilia Acha de la Cruz?*, Ingrit Elida Collantes Diaz'3*

RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivo investigar la influencia de la variacién estacional
sobre la composicion quimica del aceite esencial de las partes aéreas de Nasa ranunculifolia,
una planta efimera colectada en La Libertad (LLacuabamba) a una altura de 4052 msnm.
Fueron identificados 36 compuestos de los cuales E-B-ionona, 2-Pentadecanona, fitol,
n-octadecanol y los alcanos, n-tricosano, n-pentacosano, heptacosano y nonacosano son los
que se mantienen presentes los cinco meses de colecta.

Palabras clave: Loasaceae, Nasa ranunculifolia, aceite esencial

STUDY OF THE VARIATION OF THE CHEMICAL
CONSTITUENTS OF THE ESSENTIAL OIL OF THE AERIAL
PARTS FROM Nasa ranunculifolia (Kunth)

Abstract

The study present aims to investigate the influence of seasonal variation on chemical
composition of the essential oil of the aerial parts of Nasa ranunculifolia, an ephemeral
plant collected in La Libertad (LLacuabamba) at 4502 msnm. Thirty six compounds were
identified, of which E-B-ionone, 2-Pentadecanone, phytol, n-octadecanol and the alkanes,
n-tricosane, n-pentacosane, heptacosane and nonacosano are those are present the five
months of collection.

Key words: Loasaceae, Nasa ranunculifolia, essential oil

INTRODUCCION

La familia Loasaceae, en el Perti, esta representada por 8 géneros y 112 especies, siendo la
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mayoria de ellas herbaceas y presentan pelos urticantes. El género Nasa pertenece a esta
familia y es muy rica en especies que son encontradas en la region mesoandina, puna himeda
y seca y bosques muy himedos montanos, desde 1400 hasta 4700 msnm. Nasa ranunculifolia
es un arbusto efimero (noviembre - abril) y puede ser encontrada desde el sur de Cajamarca
hasta La Libertad', en la region norte del Pert es conocida bajo el nombre popular de ortiga
colorada, ishanka de le6n y son usadas popularmente como antiinflamatorios?, por entrevistas
con los locales indican que el uso como antiinflamario es frotandose la zona afectada con las
partes aéreas de N. ranunculifolia.

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles, su presencia y
abundancia puede verse afectada por varios factores, incluyendo el tiempo en la recoleccion,
el estrés abiotico y bidticos. El estrés abidtico se debe principalmente a factores fisicos y
quimicos. Condiciones como altas temperaturas, sequia, frio, alto contenido de sal, metales
pesados y dano mecanico. El estrés bidtico se debe principalmente a varios factores biologicos
como hongos, bacterias, virus, nematodos y plantas parasitarias®.

El objetivo del presente trabajo es el estudio, en términos de rendimiento y composicion
quimica, del aceite esencial de las partes aéreas de Nasa ranunculifolia colectadas durante
cinco meses consecutivos en La Libertad (Llacuabamba). El aceite esencial fue analizado
por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometro de masas y fueron identificados 36
componentes, de los cuales ocho compuestos estan presentes en todos los meses colectados,
E-B-ionona (norisopropanoide), 2-Pentadecanona (cetona alifatica), fitol (diterpeno
oxigenado), n-octadecanol (alcohol alifatico) y cuatro alcanos, n-tricosano, n-pentacosano,
heptacosano y nonacosano.

PARTE EXPERIMENTAL

Las partes aéreas de Nasa ranunculifolia (figura 1) fueron colectadas en La Libertad
(Llacuabamba) a una altura de 4052 msnm (S 08°03°37,29”, W 077°26°21,3”) durante 5
meses consecutivos, desde noviembre del 2019 hasta marzo del 2020. 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 Cronquist (1988) y fue clasificada como:
perteneciente a la division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, subclase Dilleniidae, orden
Violales, familia Loasaceae, género Nasa y especie Nasa ranunculifolia (Kunth) (figura 1).

Las masas de las partes aéreas colectadas en los meses de noviembre 2019, diciembre
2019, enero, febrero y marzo del 2020 fueron de 849,4 g, 874 g, 139 g, 303,1 g, 925 g,
respectivamente. No se pudo colectar el mes de abril del 2020 debido a la cuarentena por la
pandemia de la COVID 19.
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Figura 1. A: partes aéreas de Nasa ranunculifolia. B: flor de N. ranunculifolia
(colectada en el mes de marzo del 2020).

Extraccion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales fueron obtenidos de las partes aéreas por hidrodestilacion de 4 horas
con aparato tipo Clevenger (Farmacopea), el aceite esencial fue extraido con éter de petréleo
(EP) y secado con sulfato de sodio anhidro, el EP fue evaporado a temperatura ambiente y el
aceite fue pesado para determinar su rendimiento y guardado en congeladora (-20 °C) hasta
su andlisis por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)*.

Andlisis de los aceites esenciales

Las muestras del aceite esencial fueron preparadas a una concentracion de 1 mg/mL. El
analisis por cromatografia gaseosa fue realizado en un cromatdgrafo a gas acoplado a un
espectrometro de masas (Shimadzu, modelo CGMS-QP2010 Ultra) con las siguientes
condiciones de analisis: columna capilar Restek Rtx-5SMS (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
Elaceite esencial obtenido a través de hidrodestilacion de las partes aéreas de N. ranunculifolia
fue transparente, el rendimiento de cada mes fue variado, como se observa en la tabla 1; los
meses de diciembre y enero presentaron bajo rendimiento respecto a los otros meses debido

a que las muestras estaban humedas.

Fueron identificados un total de 36 compuestos en el aceite esencial (tabla 1), distribuidos
en las siguientes categorias: Alcohol (1, 6, 7, 8, 27, 29) alcanos alifaticos (9, 30, 31, 32,
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33, 34, 35, 36) aldehidos (2, 5, 10, 11, 13, 17), ésteres (3) alquenos (4), cetonas (23, 26),
hidrocarburo monoterpénico (12, 14, 15, 16) monoterpenos oxigenados (18, 19, 20, 21, 22),
norisoprenoide (24), sesquiterpenos oxigenados (25), diterpenos oxigenados (28).

De los 36 compuestos identificados, los primeros 23 compuestos no son constantes en todos
los meses, como el acetato de butilo (3), esta en bajos porcentajes (0,19 %, 0,39 % y 0,26
%) en los meses de noviembre, febrero y marzo, este compuesto es ampliamente utilizado
como materia prima para lacas, tintas, adhesivos, colorantes, solventes de pinturas y en la
industria cosmética®; 2-hexenal (5) es comiinmente encontrada como componente volatil de
plantas y se caracteriza porque es responsable del olor a hojas verdes y contribuye con la
proteccion de la invasion de hongos e insectos’, este aldehido esta presente en los meses
de febrero (0,7 %) y marzo (16,6 %); el monoterpeno oxigenado linalool (18) que confiere
aroma floral amaderado citrico esta presente, solamente, en los meses de diciembre, febrero
y marzo en las proporciones de 3,09 %, 1,94 %y 3,34 % respectivamente, este monoterpeno
es comunmente encontrado en el aceite esencial de muchas plantas y presenta actividad
antibacteriana, antiplasmodica, antiinflamatoria, antioxidante, anticancerigena, también es
considerado como un atractivo para un amplio espectro de polinizadores (abejas, mariposas,
etc.) y tiene efecto sobre el sistema nervioso central®.

Es a partir de los 46 minutos del cromatograma que se presentan compuestos constantes
todos los meses como B-ionona, la cetona 2-Pentadecanona, el diterpeno oxigenado fitol,
el alcohol alifatico n-Octadecanol y los alcanos n-Tricosano, n-Pentacosano, heptacosano y
nonacosano, como se presenta en la figura 2.

La B-ionona es un norisopropanoide cuya biosintesis es a través del acido mevalonico que
se encuentra ampliamente distribuido en flores, hojas, cortezas, frutos y raices de plantas
y es comunmente producido a bajos porcentajes en plantas’, este norisopropanoide es
ampliamente obtenido como la fragancia de las violetas y es ampliamente usado en la
industria de los aromas, incluyendo cosméticos y no-cosméticos'®. En el presente estudio, fue
identificado y esta en bajos porcentajes (1,12 %, 2,61 %, 1,8 %, 1,15 %y 1,25 %) durante los
meses de colecta como afirma Paparella ef a/ 2021. Presenta una amplia variedad de efectos
farmacolégicos como anticancerigeno, quimiopreventivo, antioxidante, antiinflamatorio y
antimicrobial'®, regulador del crecimiento y de defensa de las plantas que producen’.

El diterpeno oxigenado fitol se encuentra como parte de la molécula de la clorofila y es
producido por casi todos los organismos fotosintéticos como algas, plantas y algunas bacterias,
es usado como constituyente de fragancias ya que es encontrado también en los aceites
esenciales de algunas plantas''. En el aceite esencial de las partes aéreas de N. ranunculifolia
esta en las proporciones de 18,28 %, 23,1 %, 4,09 %, 6,01 % y 5,2 %, respectivamente, en
cada mes de colecta; las muestras colectadas en los meses de noviembre y diciembre solo
presentaban hojas, a partir de la colecta de enero comenzo6 a aparecer las flores en botones, es
probable que la presencia s6lo de hojas en N. ranunculifolia es 1a razon por lo que los niveles
de fitol sean altos (18,28 % y 23,1 %) s6lo en estos dos meses. El fitol presenta actividad
ansiolitica, citotoxica, antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobial'!.
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El alcohol alifatico 1-octadecanol esta presente los 5 meses de colecta, este alcohol es
utilizado en la produccion de emulsiones, aceites textiles, antiespumante y lubricantes'?.

Los alcanos n-Tricosano, n-Pentacosano, heptacosano y nonacosano son de cadena larga
con numero de carbonos impares, son los que estan presentes en todos los meses de colecta.
En la figura 2 se puede observar, en los meses de noviembre, diciembre, enero y marzo, la
variacion (%) de los alcanos n-Tricosano, n-Pentacosano, heptacosano, mes a mes van de
manera creciente, alcanzando siempre el maximo valor heptacosano; en estos mismos meses
de colecta el nonacosano se mantiene practicamente constante.

En el mes de febrero, se present6 una variacion diferente ya que en este mes las proporciones
van del n-Tricosano>n-Pentacosano>heptacosano>nonacosano (13,57 %, 12,59 %, 7,68 %
y 2,42 %, respectivamente). Es en este mes que se presentan, solamente, los monoterpenos
cis-Mirtanol y trans-Mirtanol en altos porcentajes 8,18 % y 13,27 %, respectivamente, ambos
monoterpenos presentan actividad repelente contra los piojos'?, también es reportado que el
cis-Mirtanol presenta efecto sedante equivalente al pentobarbital'.
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Tabla 1. Porcentajes de rendimiento de los aceites esenciales de las partes aéreas de N.
ranunculifolia colectados durante los meses de noviembre y diciembre del 2020 y enero,
febrero y marzo del 2021; asi como los componentes identificados, tiempo de retencion.

Nov Dic Ene Feb Mar

N°  Porcentaje de rendimiento (w/w %) 0,0034 0,0028 0,0023 0,0036 0,0034
Nombre TR
1 27-Pentenol 3,568 - - - - 0,36
2 Hexanal 4,187 - - - - 1,59
3 Acetato de butilo 4,635 0,19 - - 0,39 0,26
4 2E-Octene 5,599 - - - - 0,57
5 2E-Hexenal 5,772 - - - 0,7 16,6
6 3Z-Hexenol 5,953 - - - - 5,33
7 27Z-Hexenol 6,322 - - - 0,55 1,27
8 n-Hexenol 6,481 - - - - 1,32
9 n-Nonano 7,727 - - - - 0,61
10 Heptanal 7,848 - - - - 0,61
11 Benzaldehido 10,826 - - - - 1,54
12 o-Felandreno 13,371 - - - - 1,22
13 2E,4E-Heptadienal 13,877 - - - - 1,69
14 p-Cimeno 14,658 - - - - 1,01
15 Silvestreno 14,903 - - - - 1,58
16  Z-B-Ocimeno 15,691 - - - - 0,73
17 Fenilacetaldehido 15,937 - - - - 0,94
18  Linalool 20,282 - 3,09 - 1,94 3,34
19 Nopinona 21,834 - - - 0,8 -
20 trans-Vervenol 23,173 0,4 - - - -
21 cis-Mirtanol 29,747 - - - 8,18 -
22 trans-Mirtanol 30,212 - - - 13,27 -
23 3-Dodecanona 43,391 - - - 1,57 -
24 B-ionona 46,031 1,12 2,61 1,8 1,15 1,25
25 Espatulenol 50,805 0,42 - - -
26 2-Pentadecanona 65,804 2,2 2,8 0,72 2,46 1,17
27 n-Hexadecanol 79,044 - - 9,8 -
28  Fitol 80,363 18,28 23,1 4,09 6,01 5,2
29 n-Octadecanol 85,955 3,01 10,16 5,75 4,54 1,18
30 n-Tricosano 86,455 4,78 1,35 6,69 13,57 4,23
31 Tetracosano 89,525 0,6 - - 1,36 0,44
32 n-Pentacosano 94,389 15,4 7,41 9,64 12,59 7,5
33 n-Hexacosano 97,651 0,36 - - - -
34  Heptacosano 101,75 2521 22,41 27775 7,68 15
35 Octacosano 104,43 0,56 - - - 1,28
36 Nonacosano 108,62 12,98 12,98 12,68 2,42 14,24
Alcohol alifatico 3,01 - 15,55 0,55 9,43
Alcano alifatico 59,89 44,15 56,76 37,62 43,30
Aldehido - - - 0,7 22,03
Esteres 0,19 - - 039 0,26
Alquenos - - - - 0,57
Cetonas 2,2 2,8 0,72 4,03 1,17
Hidrocarburo Monoterpénico - - - - 4,54
Monoterpenos oxigenados 0,4 3,09 - 24,19 3,34
Norisoprenoide 1,12 2,61 1,8 1,15 1,25
Sesquiterpeno oxigenado 0,42 - - - -
Diterpeno oxigenado 18,28 23,1 4,09 6,01 52
Total de compuestos identificados (%) 85,51 75775 7892 74,64 91,09

TR: tiempo de retencion, Nov: noviembre, Dic: diciembre, Ene: enero, Feb: febrero, Mar: marzo
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Variacién de la composiciéon quimica (a partir de los 46 min) del
aceite esencial de las partes aéreas de N. ranunculifolia
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Figura 2. Variacion estacional de la composicion quimica del aceite esencial
de las partes aéreas de N. ranunculifolia a partir de los 46 min.

CONCLUSIONES

Con el presente trabajo se reporta, por primera vez, el estudio de la composicion quimica del
aceite esencial de las partes aéreas de N. ranunculifolia colectado por 5 meses consecutivos,
en el que se observo que los 4 primeros meses la composicién del aceite esencial no
presenta hidrocarburos monoterpénicos, mientras que los monoterpenos oxigenados solo
no estan presentes el mes de enero. Los compuestos observados constantemente presentes
en todas las colectas fueron el norisoprenoide P-ionona, la cetona 2-Pentadecanona, el
diterpeno oxigenado fitol, el alcohol n-Octadecano y los alcanos n-tricosano, n-Pentacosano,
heptacosano y nonacosano.
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ENSAYOS PRELIMINARES PARA PRODUCCION DE CELULOSA
POR BACTERIAS AISLADAS DE CANA DE AZUCAR

Jonathan Tuya Salas”, Susana Gutiérrez Moreno?, Fernando Merino Rafael®

RESUMEN

La celulosa bacteriana tiene una variedad de aplicaciones tanto en las industrias del papel,
textil, alimentaria, cosmética y la medicina; esto se debe a sus excelentes propiedades
fisicoquimicas tales como: alto grado de pureza, alta cristalinidad, excelente biodegradabilidad,
un alto médulo de Young, una gran capacidad de retencion de agua y una excelente afinidad
bioldgica. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la produccion de celulosa por bacterias
aisladas de cafia de aztcar. Las muestras recolectadas se dejaron fermentar hasta la aparicion
de una pelicula gruesa en la superficie, a partir de la cual se obtuvieron cultivos axénicos
sobre el medio HS. Los cultivos aislados se transfirieron a caldo HS y se incubaron en
condiciones estaticas hasta la formacion de una pelicula en la superficie del cultivo. La
identificacion bacteriana se realizd en base a una caracterizacion fisiologica de las cepas
aisladas y su capacidad de producir celulosa. El analisis de FT-IR de la pelicula mostr6é un
espectro correspondiente a los grupos funcionales caracteristicos de la celulosa bacteriana
y vegetal. La cepa BCP-3,5 identificada como Komagataeibacter sp. fue capaz de producir
celulosa bacteriana en condiciones estaticas de cultivo.

Palabras clave: Celulosa, azticar de caia, bacteria, biopolimero, Komagataeibacter sp.

PRELIMINARY TEST FOR CELLULOSE PRODUCTION BY
BACTERIA ISOLATED FROM SUGARCANE

ABSTRACT

Bacterial cellulose has a variety of applications both in the paper, textile, food, cosmetic and
medicine industries; This is due to its excellent physicochemical properties such as: high
degree of purity, high crystallinity, excellent biodegradability, high Young's modulus, high
water retention capacity and excellent biological affinity. The objective of this work was to
evaluate cellulose production by bacteria isolated from sugarcane. The collected samples
were allowed to ferment until the appearance of a thick film on the surface, from which axenic

“! Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia Microbiana, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Ciudad Universitaria, Av. Venezuela Cdra. 34 s/n Lima - Pera. email:
jondavtusa@gmail.com
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cultures were obtained on the HS medium. Isolated cultures were transferred to HS broth
and incubated under static conditions until a film formed on the culture surface. Bacterial
identification was carried out based on a physiological characterization of the isolated
strains and their capacity to produce cellulose. FT-IR analysis of the film showed a spectrum
corresponding to the characteristic functional groups of bacterial and plant cellulose. The
BCP-3,5 strain identified as Komagataeibacter sp. was able to produce bacterial cellulose
under static culture conditions.

Key words: Cellulose, sugarcane, bacteria, biopolymer, Komagataeibacter sp.

INTRODUCCION

La celulosa es uno de los biopolimeros mds abundantes sobre la Tierra, es producido
principalmente por las plantas como componente principal de su pared celular'. La celulosa
es una materia prima que tiene multiples propositos: es material de construccidn, generacion
de fibras textiles y fabricacion de papel, ademas, sus derivados (ésteres, acetatos, nitratos)
estan implicados en diversos procesos industriales. Sin embargo, hay algunas especies de
bacterias, como las de los géneros Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter, Agrobacterium,
Azotobacter, Komagataeibacter, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina, Dickeya 'y Rhodobacter,
que también pueden producir celulosa de forma extracelular’. La férmula molecular de la
celulosa bacteriana es la misma que la de la celulosa vegetal, pero sus caracteristicas fisicas
y quimicas son diferentes®. El principal género microbiano productor y modelo de sintesis
de celulosa es Komagataeibacter (antes Gluconacetobacter), perteneciente a la familia
Acetobacteraceae, que son bacilos Gram negativos, aerobios obligados. Estas bacterias
pueden aislarse de la superficie de muchas flores y frutos, entre ellos la cafia de azicar,
ademés de bebidas fermentadas*>®. La produccién de celulosa por Komagataeibacter,
responde a necesidades fisioldgicas. Las bacterias se adhieren al biopolimero para aumentar
su exposicion al oxigeno y para tomar los nutrientes contenidos en los liquidos absorbidos
del ambiente, ademads los protege contra la radiacion ultravioleta. En cultivos estaticos, la
formacion de celulosa se observa como una pelicula en la interfase aire-liquido. En cultivos
agitados la celulosa se agrupa en granulos irregulares, también se observa la aparicion
espontanea de mutantes no productores de celulosa, esto crea inconvenientes para la produccion
en masa de este biopolimero’®. La celulosa presenta caracteristicas tinicas: i) alto grado de
pureza, ya que no contiene hemicelulosa ni lignina como si ocurre en la celulosa de origen
vegetal; ii) alta cristalinidad; iii) excelente biodegradabilidad; iv) un alto médulo de Young
(15~30 GPa), uno de los mas alto de todos los materiales organicos; v) una gran capacidad
de retencion de agua, hasta cien veces su peso y vi) una excelente afinidad biologica!®!,
Debido a las propiedades unicas, la celulosa ha encontrado una variedad de aplicaciones
tanto en las industrias del papel, textil, alimentaria y como un biomaterial muy util en la
industria cosmética y la medicina!'?. Este trabajo tuvo como objetivo aislar bacterias de cafia
de azlicar capaces de producir de celulosa en condiciones de laboratorio.
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PARTE EXPERIMENTAL

Recoleccion de muestras y procesamiento

Un total de 5 muestras de cafias de aztcar fueron colectadas del mercado mayorista N° 1.
Cada una de las muestras fueron lavadas superficialmente con agua destilada estéril, se
tomaron aproximadamente 20 mL del agua de lavado y se depositaron en una botella de 500
ml conteniendo 300 mL de su propio extracto de cana. Las botellas fueron cubiertas con una
gasa estéril y se dejaron incubar a temperatura ambiente por 25 dias hasta la formacion de
una pelicula en la superficie del extracto de cafia.

Condiciones de crecimiento y aislamiento

En condiciones estériles, se tomd con el asa de siembra una alicuota de la superficie de la
pelicula y se sembro por agotamiento sobre el medio Hestrin-Schramm (HS)"3. El medio
contenia: 20,0 g/L de glucosa; 5,0 g/L de extracto de levadura; 5,0 g/L de peptona; 2,7 g/L
de Na HPO,; 5,7 g/L de MgSO,.7H,0; 1,15 g/L de 4cido citrico; pH final de 5,7. El medio
se autoclavo a 121 °C por 15 min. Las colonias, seleccionadas preliminarmente, fueron
catalogadas y transferidas a un nuevo caldo HS e incubadas por 2 dias a 30 °C. Se aislaron
colonias microbianas a partir de cada cultivo que presentd la formaciéon de una pelicula
superficial. Este procedimiento se repitié hasta la obtencion de cultivos puros. Finalmente se
transfirio 0,1 ml de un cultivo puro (incubado por 2 dias a 30 °C) sobre 200 ml de caldo HS y
se incubo por 6 dias a 30 °C, hasta la formacion de una pelicula superficial gruesa.

Recuperacion y caracterizacion de la pelicula por FT-IR

La pelicula fue retirada del cultivo y lavada con agua del grifo, 200 ml de NaOH al 2 % (w/v)
a 80 °C por 20 min y 200 ml de acido acético al 2 % (v/v), este tratamiento se repitio tres
veces; finalmente, la pelicula fue lavada con agua destilada estéril. Luego de ese tratamiento,
la pelicula fue secada a 80 °C en una estufa durante 2 horas'*!>. La caracterizacién quimica
de la pelicula se realizdo mediante espectroscopia infrarroja, FT-IR (Modelo IMPACT 410,
NICOLET), a una longitud de onda entre el rango de 4000 a 400 cm™.

Identificacion de las cepas aisladas

Se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Kersters et al.'® y Komagata et al.'’. La
identificacion consistio en la realizacion de las siguientes pruebas: coloracion Gram, catalasa,
oxidacion de etanol a acido acético, oxidacion de acido acético a CO2 y H20, oxidacion de
lactato a CO, y H,O, crecimiento sobre 3 % etanol (v/v) en presencia de 5 % de 4cido acético,
requerimiento de acido acético para crecer, crecimiento en presencia de 30 % de D-glucosa,
formacion de acido gluconico y la produccion de celulosa.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se lograron aislar, inicialmente, 7 cepas a partir de las muestras de cafa de azucar, de las

cuales solo la cepa catalogada como CBP-3,5 mostré mayor produccion de una pelicula en la
superficie del medio de cultivo HS después de los dos dias de incubacion. De acuerdo a otros
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estudios, la formacion de celulosa en cultivos estaticos comienza generalmente después de 2
dias de incubacion; sin embargo, esto puede variar dependiendo de la cepa y las condiciones
de cultivo®'®. Las colonias aisladas mostraron las siguientes caracteristicas morfologicas:
colonias cremas-blancas, secas, lisas, convexas, con un diametro de entre 2 a 3 mm (figura
1A). Estas caracteristicas morfologicas de las colonias sobre el medio HS fueron también
reportadas en otras investigaciones™'*?°, La formacion de una pelicula superficial gruesa se
observo luego del sexto dia de incubacion (figura 1B).
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Figura 1. A: Colonias aisladas de cafia de azlcar pertenecientes a la cepa CBP-3,5.
B: Formacion de una pelicula superficial producida por la cepa CBP-3,5 en cultivo estatico sobre
el medio HS durante 6 dias de incubacion a 30 °C.

Luego de recuperar la pelicula del cultivo estatico (figura 2A), se realizd un lavado con
agua de la pelicula y un tratamiento con NaOH al 2 % a 80 °C. Este tratamiento es ttil
para eliminar las células bacterianas adheridas a la pelicula y restos del medio de cultivo
empleado!'*?!, sin llegar a hidrolizar la celulosa ni formar celulosa alcalina; ademas, mejora
la porosidad y la elasticidad de la celulosa®*?. La celulosa bacteriana es estable en soluciones
basicas, pero es susceptible a hidrolisis alcalina en condiciones drasticas. Concentraciones
elevadas de alcali y temperaturas iguales o superiores a 100 °C pueden provocar la hidrélisis
de la celulosa o formar celulosa alcalina, forma modificada de la celulosa??. Por otro lado,
el tratamiento con 4cido acético al 2 % permite neutralizar el efecto del tratamiento con el
alcali®. Luego del tratamiento con el NaOH y el acido acético la pelicula se vuelve traslucida
y pierde volumen debido al tratamiento de secado en horno (figura 2B). El tratamiento con
calor permite secar la pelicula para realizar el analisis por FT-IR sin afectar su cristalinidad.
Aunque la celulosa bacteriana puede calentarse hasta 325 °C antes de comenzar a quemarse!!,
se ha encontrado que a temperaturas de secado cercanas a los 50 °C puede llegar a afectar
algunas de sus propiedades y sus posibles aplicaciones®. También se han reportado que estas
temperaturas pueden producir polimorfismos de la celulosa, lo que fue se evidencia cuando
se analizan los picos de absorcion en los resultados de FT-IR%.
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Figura 2. Pelicula producida en cultivo estatico por la cepa CBP-3,5. A: Antes del tratamiento
con NaOH y 4cido acético. B: Después del tratamiento y secado.

El analisis de FT-IR se utiliz6 para determinar los picos de absorcion correspondientes a las
vibraciones de enlaces en los grupos funcionales encontrados en la pelicula''.

En la figura 3 se observa un pico a 3349,09 cm™ correspondiente a las vibraciones de tension
del grupo OH, vibraciones de tension de los grupos CH y CH2 a 2918,27 cm™, vibraciones
de flexion del grupo OH a 1638,44 cm-1 debido a la retencion de agua por la muestra,
vibraciones de tension del grupo COO a 1560,40 cm’!, vibraciones de tension simétricas de
los grupos CH2 o en el grupo OH a 1421,19 cm!, vibraciones de flexion simétricas del grupo
OH a 1204,43 cm’!, vibraciones de tension del grupo C-O-C a 1159,28 cm™!, vibraciones de
tension del grupo C-O y C-O-C a 1111,62 cm™ y un pico a 1059,65 cm™ correspondiente a
las vibraciones de tension del grupo C-O. El espectro y las vibraciones de los grupos son
similares a otras celulosas de origen bacteriano y vegetal encontradas en otros estudios, esto
indicaria que la pelicula producida por la cepa CBP-3,5 se trataria de un biopolimero de
celulosa?®2*2,
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Figura 3. Analisis quimico mediante FT-IR de la pelicula producida por la cepa BCP-3,5.

La metodologia propuesta de Komagata et al. y Kersters et al. permite identificar las
caracteristicas fisiologicas y bioquimicas especificas del género Komagataeibacter,
incluyendo a las especies capaces de producir celulosa'®!”. Los resultados de las caracteristicas
fisioldgicas y bioquimicas evaluadas para la identificacion de la cepa CBP-3,5 se resumen en
la tabla 1. Los resultados de la identificacion mostraron que la cepa CBP-3,5 corresponde a
la bacteria Komagataeibacter sp. Estos resultados son consistentes a los encontrados en otros
estudios donde también utilizaron caracteristicas fisiologicas para la identificacion de esta
especie bacteriana'>?’.

Tabla 1. Resultados de la identificacion de la cepa CBP-3,5.

Caracteristicas fisiologicas Cepa CBP-3,5  Komagataeibacter sp.'*"
Bacilos Gram Bacilos Gram
Coloracion Gram ) )
negativos negativos
Catalasa + +
Oxidacion de etanol a 4cido acético + +
Oxidacion de acido acético a CO2 y H20 + +
Oxidacion de lactato a CO2 y H2O + +
Requerimiento de acido acético para crecer - -
Crecimiento en 3 % etanol (v/v) en presencia de 5
% de acido acético ’ i
Crecimiento en 30 % de D-glucosa - -
Formacion de acido gluconico de D-glucosa
Produccion de celulosa + +
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CONCLUSIONES

En este estudio se lograron aislar 7 cepas a partir de las 5 muestras de cafia de azlcar, de estas
cepas solo la cepa CBP-3,5 fue capaz de producir una pelicula superficial en condiciones
estaticas de incubacion. La cepa BCP-3,5 fue identificada en base a sus caracteristicas
fisiologicas como Komagataeibacter sp. El analisis de FT-IR de la pelicula producida por la
cepa BCP 3,5 mostrd que este biopolimero tiene un espectro similar a la celulosa de origen
bacteriano y vegetal.
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NIVELES DE As, Cd, Cu, Mn, Se Y Zn EN TEJIDO MUSCULAR'Y
HEPATICO DEL Cheilodactylus variegatus VALENCIENNES, 1833
“PINTADILLA” EN LA ZONA COSTERA DE LIMA, PERU

Sigfredo Alexander Quintana Paetan”

RESUMEN

La “pintadilla” (Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833) es una especie marina que se
desarrolla cerca de la costa y es capturada por la pesca artesanal para consumo humano. El
objetivo de este estudio fue determinar la concentracion de los elementos As, Cd, Cu, Mn,
Se y Zn en esta especie (tejido muscular y tejido hepatico) en la zona costera de Lima. Se
recolectaron un total de 32 muestras, durante 8 meses (periodo de setiembre 2018 a marzo
2019), en los mercados pesqueros artesanales de Chorrillos y Ancén, determinandose la
concentracion de los elementos citados mediante la espectrofotometria de emision optica
con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES). En general, las mayores concentraciones
promedio de elementos fueron encontradas en el tejido hepatico en comparacion con el tejido
muscular para ambas zonas (cadmio y manganeso no se detectaron en el tejido muscular). Se
evidenci6 que no hay diferencia significativa entre las medias de las concentraciones para las
dos zonas de muestreo (con excepcion del cobre). Se evidencid correlacion positiva solo en
algunos de los elementos en estudio.

Palabras clave: Bioacumulacidn, espectrofotometria de emisiéon oOptica con plasma de
acoplamiento inductivo, metales, no metales, pintadilla.

LEVELS OF AS, CD, CU, MN, SE AND ZN IN MUSCLE AND LIVER
TISSUE OF CHEILODACTYLUS VARIEGATUS VALENCIENNES,
1833 “PINTADILLA” IN THE COASTAL AREA OF LIMA, PERU

ABSTRACT

The "pintadilla" (Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833) is a marine species that
grows near the coast and is caught by artisanal fishing for human consumption. The objective
of this study was to determine the concentration of the elements As, Cd, Cu, Mn, Se and
Zn in this species (muscle tissue and liver tissue) in the coastal zone of Lima. A total of 32

* Unidad de Posgrado. Facultad de Ingenieria Geologica, Minera, Metalurgica y Geografica. Universidad Nacional
Mayor de San Marcos UNMSM. Av. Venezuela s/n cuadra 34. Lima, Peru.
e-mail: alexander.quintana.paetan@gmail.com
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samples were collected, during 8 months (period from september 2018 to march 2019), in
the Artisanal Fisheries Markets of Chorrillos and Ancon, determining the concentration of
the mentioned elements by means of optical emission spectrophotometry with inductively
coupled plasma (ICP-OES). In general, the highest average concentrations of elements were
found in liver tissue compared to muscle tissue for both areas (cadmium and manganese were
not detected in muscle tissue). It was evidenced that there is no significant difference between
the means of the concentrations for the two sampling areas (with the exception of copper).
Positive correlation was evidenced only in some of the elements under study.

Keywords: Bioaccumulation, inductively coupled plasmaoptical emissionspectrophotometry,
metals, nonmetals, pintadilla.

INTRODUCCION

Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833; nombre cientifico de la “pintadilla” o “paramo”,
conocidas con estos nombres en Perul, “bilagay” o “pintacha” en Chile?, es una especie marina
que se desarrolla entre Paita, Piura (Pert1) y la Region de Los Lagos (Chile)**. La pintadilla se
desarrolla cerca de la costa, en zonas rocosas que pueden estar cubiertas de algas™*, es una
especie bentonica que vive en pequeiios cardimenes, se desarrollan hasta profundidades de
40 metros®, cercanas a la costa, en aguas de color o turbias, de preferencia’. En el Peru, la
extraccion y pesca de la pintadilla se realiza dentro de las 5 millas marinas, con el empleo
de arpones, redes cortina o atarrayas, anzuelo, entre otros, por pescadores artesanales’. La
alimentacion de esta especie estd compuesta por una variedad de invertebrados marinos,
mayormente por crustaceos y moluscos®, ademas de platelmintos, poliquetos y equinodermos
entre otras especies®> %7

El mar es una fuente de alimentos con alto contenido de proteinas (fauna marina); sin
embargo, debido a los altos niveles de contaminacion cada vez mas crecientes, para algunos
investigadores el mar se considera como el basurero sin fronteras que es el destino final de
residuos, basicamente antropogénicos®. La mayor parte de la destruccion del habitat marino
se produce en la franja costera9, producto de la contaminacion, lo que provoca modificaciones
ecologicas susceptibles de amenazar el equilibrio natural®, siendo mayor esta problematica en
los paises en vias de desarrollo donde el crecimiento de la poblacion, la pobreza y la falta de
una gestion gubernamental adecuada agudizan esta situacion’.

Entre los contaminantes quimicos vertidos a los cuerpos de agua marinos tenemos a los
metales. Aunque la mayoria de los organismos necesitan pequefias cantidades de ciertos
metales, los cuales son nutrientes esenciales (desempenan funciones esenciales)® '°, sus
ingresos inadecuados deterioran las funciones tisulares, por esto debe coexistir un equilibrio
entre exceso y defecto en lo que se refiere a estos metales esenciales® ' !, Entre los metales
encontramos aquellos que tienen mayores efectos toxicoldgicos y ecotoxicologicos en
ambientes acuaticos; estos son los contaminantes ambientales mas peligrosos, debido a que
no son biodegradables y tiene capacidad de bioacumulacion en los organismos vivos''. Entre
estos podemos citar al Hg, As, Cr, Pb y Cd; ademas, la sensibilidad de los organismos marinos
a los metales pesados varia de una especie a otra®. Los factores que pueden influenciar en la
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mayor o menor captacion de los metales en las especies marinas son la disponibilidad del
metal en solucion, relacionado directamente al pH del medio, la concentracion del oxigeno
disuelto, la dieta de la especie, entre otros factores.

El estudio sobre la concentracion de metales pesados en especies marinas del mar peruano
es aun insuficiente. Si bien es cierto, hay algunos estudios que evaluan las concentraciones
de determinados metales en especies ampliamente consumidas por la poblacion (por lo
general, especies que no se desarrollan cerca a la costa); sin embargo, hay pocos estudios
sobre especies marinas que se desarrollan cerca a la costa, siendo la zona costera la que sufre
mayor impacto por las descargas antropogénicas.

Este trabajo evalua las concentraciones de los elementos arsénico (As), cadmio (Cd), cobre
(Cu), manganeso (Mn), selenio (Se) y zinc (Zn) presentes en el tejido muscular y hepatico
de la especie marina pintadilla (Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833), especie de
la que no se dispone data o evaluaciones de las concentraciones de estos elementos presentes
en sus tejidos. El interés de evaluar esta especie se centra en que, al desarrollarse en la zona
costera, es susceptible de ser afectada por las descargas antropogénicas y la contaminacion,
las que pueden impactar a la especie y al habitat donde se desarrolla. Se evalu6 los niveles de
estos elementos presentes en el tejido muscular y tejido hepatico para evaluar las diferencias
en concentracion presentes en estos tejidos por zona y; ademas, para evaluar la capacidad de
bioacumulacion que tiene el higado en esta especie. Asimismo, se evalud la correlacion que
existe en las concentraciones presentes entre ambos tipos de tejido.

PARTE EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de este estudio, se utilizd6 como especie marina a investigar la pintadilla
(Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833). Este estudio comprendi6 la zona costera
de Lima, para lo cual se seleccionaron dos puntos de recolecta de muestras: el Mercado
Pesquero Artesanal de Chorrillos y el Mercado Pesquero Artesanal de Ancon, en el periodo
comprendido entre setiembre 2018 a marzo 2019. Se recolectaron y analizaron un total de 32
muestras de la especie marina, con una medida de 23 +/- 2 cm (medida que comprende desde
la boca del pez hasta el final de la aleta caudal), en cada una de las cuales se separo el tejido
muscular (zona dorsal y ventral) y el tejido hepatico, los que fueron debidamente lavados,
enjuagados con agua ultrapura y seccionados adecuadamente. El método de digestion esta
basado en el método 200.3 de la US EPA, edicion 1991'2, “Preparacion de muestras para
la determinacidn espectroquimica de elementos recuperables totales en tejidos bioldgicos”,
sometiendo la muestra a digestion acida, pesandose aproximadamente 5 g para el tejido
muscular y 1 g para el tejido hepatico (ambos tejidos frescos, en base himeda) con acido
nitrico concentrado p.a. y peroxido de hidrogeno al 30 % p.a., en sucesivas adiciones, en
caliente (entre 92 a 95 °C) de manera controlada (mediante un lento reflujo), consiguiéndose
la eliminacion de toda la materia organica y la disolucion de los metales presentes en el
tejido. Una vez frio, el digestado se trasvaso a fiola de 50 ml, se enraso con agua ultrapura y
agito, dejandose reposar para la separacion de algiin material insoluble que pudiese quedar.
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Con esta solucion obtenida, se determind la concentracion de los elementos siguientes:
arsénico (As), cadmio (Cd), cobre (Cu), manganeso (Mn), selenio (Se) y zinc (Zn) por el
espectrofotometro de emision oOptica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES:
Inductively Coupled Plasma- Optical Emision Spectrometry), siendo el equipo empleado
de la marca Varian (hoy Agilent), modelo Varian 725-ES. Mediante esta técnica, la solucion
acuosa se convierte en aerosol mediante un nebulizador y se transporta al plasma (de gas argon
ionizado) el que se mantiene mediante un campo de radiofrecuencia. Aqui, en el plasma (que
produce temperaturas de 7000 K a 10 000 K), la muestra es secada, atomizada e ionizada,
emitiendo los atomos e iones sus longitudes de onda caracteristicas, las que son monitoreadas
por un policromador computarizado y con su correspondiente detector. La intensidad de
esta emision se correlaciona directamente con la concentracion de analito presente. Para la
cuantificacion de los metales se prepararon soluciones de calibracion a partir de un estandar
certificado multielemental de la marca Inorganic Ventures (1 ppm, 2 ppm y 5 ppm) con su
respectivo blanco de calibracion (0 ppm) en medio nitrico, elaborando el equipo de manera
interna, mediante el software respectivo, la curva de calibracion espectrofotométrica de
emision (cuentas) vs. concentracion del metal (en ppm). Para la lectura y operacion del equipo
se toma como referencia el Método 6010D de la US EPA, revision 53, “Espectroscopia
de Emision Optica-Plasma Acoplado Inductivamente”, en donde se indican las pautas a
considerar para la medicion de las concentraciones de los elementos ya indicados.

Junto con las muestras de tejido de pescado, los controles de calidad analitico, propio de
una determinacion quimica, contempl6 el uso de dos blancos de analisis, un duplicado por
cada 5 muestras y patron certificado: material de referencia DORM 4 Fish Protein Certified
Reference Material for Trace Metals and other Constituents de la National Research Council
de Canada, por cada corrida analitica. Todos estos controles de calidad son sometidos al
mismo proceso analitico al igual que las muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se evalud la especie marina pintadilla (Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833) por
ser un pescado consumido por la poblacion (aunque su consumo no es tan difundido como
el jurel o el bonito), requerido por restaurantes (cevicherias, comida criolla entre otros) para
la preparacion de platos marinos. Las muestras de pintadilla se adquirieron del Mercado
Pesquero Artesanal de Chorrillos y del Mercado Pesquero Artesanal de Ancon (periodo de
setiembre 2018 a marzo 2019), donde la especie es capturada por pescadores artesanales de
la zona.

Se analizaron 32 muestras de tejido muscular y 32 muestras de tejido hepatico (18 muestras
por cada punto de muestreo). El muestreo fue cada dos meses y en cada uno de estos se
recolectaron y analizaron cuatro muestras de la especie pintadilla. En la tabla 1, en el total
de muestras, se reportan las medias mas la desviacion estandar de los elementos analizados
en las muestras recolectadas en el Mercado Pesquero Artesanal de Chorrillos y el Mercado
Pesquero Artesanal de Ancon.
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Tabla 1. Concentracion de elementos (mg/kg) en el tejido muscular y hepatico de la
pintadilla (Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833).

Tejido muscular (mg/kg) Tejido hepatico (mg/Kg) LOD LOQ
Elemento / /

Ancén Chorrillos Ancén Chorrillos ~ (m&/Kg) (mg/Kg)
As 0,87+/-0,33 0,79+/-0,39 2,94+/-1,13 2,57+/-0,97 0,20 0,67
Cd <0,05 <0,05 4,82+/-2,31 3,75+/-1,76 0,05 0,17
Cu 0,264+/-0,060  0,234+/-0,098  5,646+/-2,218  7,755+/-3,049 0,040 0,133
Mn <0,08 <0,08 0,97+/-0,28 1,05+/-0,20 0,08 0,27
Se 0,75+/-0,25 0,78+/-0,24 3,81+/-0,81 4,55+/-1,24 0,20 0,67

Zn 3,804+/-0,696  3,453+/-0,910 50,750+/-16,122 49,823+/-9,839 0,100 0,333

Nota: Periodo comprendido entre setiembre 2018 a marzo 2019. LOD: Limite de

deteccion del método, LOQ: Limite de cuantificacion del método.

De los datos observados en la tabla 1, los valores reportados para el cadmio y el manganeso
en el tejido muscular son menores al limite de deteccion del método (en el caso del cadmio
es 0,05 mg/kg y en el caso del manganeso 0,08 mg/kg).

En la tabla 2 se presenta un resumen de los estadisticos descriptivos para los elementos
involucrados en este estudio tanto para el musculo (tejido muscular) y el higado (tejido
hepatico).

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de la concentracion de metales (mg/kg) en el tejido
muscular y hepatico de la pintadilla (Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833)

Cd Cu Mn Zn
Higado Higado Musculo Higado Higado Musculo
Ancéon Chorrillos Ancon Chorrillos Ancon Chorrillos Ancén  Chorrillos Ancoén  Chorrillos Ancon  Chorrillos

n 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
Media 4,82 3,75 5,646 7,755 0,264 0,234 0,97 1,05 50,750 49,823 3,804 3,453
o .
ZZ lé i;]lllcn 3,59 2.81 4464 6,130 0,232 0,182 0,82 0,94 42,160 44,580 3,434 2,968
dela "Lim. s 460 688 9380 0296 0286 112 115 59341 55066 4,175 3,938
media Sup.

Mediana 515 328 6,054 7,581 0259 0201 092 1,03 46,763 47278 3,700 3,104
Desv. Est. 231 176 2218 3,049 0,060 0098 028 020 16,122 93839 0,696 00910
Minimo 1,44 156 2,094 2322 0,174 0133 057 0,70 31260 36,688 2,770 2,653
Méximo 8,17 721 8861 14416 0387 0512 1,59 139 84,767 69,608 4,843 5717
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En el caso del cadmio y el manganeso en el tejido muscular, no se presentan estadisticos
descriptivos porque todos los valores reportados en las muestras son menores al limite de
deteccion del método. Por esto, para el caso del cadmio se reportaria como media de los
resultados <0,05 mg/kg y para el manganeso <0,08 mg/kg (Véase tabla 1).

En la tabla 3 se presenta un resumen de los estadisticos descriptivos para los elementos no
comprendidos en la tabla 2 (en esta tabla arsénico y selenio) involucrados en este estudio
tanto para el musculo (tejido muscular) y el higado (tejido hepatico).

Tabla 3. Estadisticos descriptivos de la concentracion de arsénico y selenio (mg/kg) en el
tejido muscular y hepatico de la pintadilla (Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833).

As Se
Higado Musculo Higado Musculo
Ancén  Chorrillos Ancon  Chorrillos  Ancoén  Chorrillos  Ancén  Chorrillos

n 16 16 16 16 16 16 16 16
Media 2,94 2,57 0,87 0,79 3,81 4,55 0,75 0,78
95 % de Lim. Inf. 2,33 2,05 0,69 0,58 3,38 3,89 0,61 0,65
ICdela i Sup. 354 308 1,05 1,00 424 521 08 091
media

Mediana 2,63 2,56 0,91 0,70 3,78 4,28 0,72 0,78
Desv. Est. 1,13 0,97 0,33 0,39 0,81 1,24 0,25 0,24
Minimo 1,69 1,02 0,39 0,38 2,09 3,13 0,46 0,47
Maximo 5,43 4,19 1,76 1,68 4,82 7,26 1,41 1,25

Todos los resultados fueron sometidos a una evaluacion estadistica para determinar si los
resultados describen una distribucion normal en el tejido muscular y hepatico de la especie
marina Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833, “pintadilla”. Se emplea la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk, que aplica para muestras menores a 50 resultados, obteniéndose
que, para la mayor parte de los resultados, estos describen una distribucion normal (p>0,05).
En la tabla 4 se muestra, de manera resumida, la distribucion de los resultados para cada tipo
de elemento de acuerdo al tipo de tejido analizado.

Tabla 4. Tipos de distribucion estadistica de los diferentes elementos en el tejido muscular
y hepatico de la pintadilla (Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833).

As Cd Cu Mn Se Zn
A Ch A Ch A Ch A Ch A Ch A Ch

Tejido L NNNNNNNNN L N
Hepatico
Tejido N L - - N L - - N L N L
Muscular

Nota: Puntos de muestreo A: Ancon, Ch: Chorrillos. Tipos de distribucion estadistica N:

Distribucion normal, L: Distribucién no normal o libre.
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En base a estos resultados, se evalud si existen diferencias significativas en las medias de
la concentracion de los diferentes elementos, tanto en el tejido muscular como en el tejido
hepatico, de la especie en estudio en las zonas de Chorrillos y Ancon.

Para esto, en los datos paramétricos (por cumplir los criterios de normalidad de resultados y
homogeneidad de varianzas) se emplea la prueba de la t de student (aplicado a los resultados
del cadmio: higado, cobre: higado, manganeso: higado y selenio: miisculo) mientras que a los
datos no paramétricos se emplea la prueba U de Mann-Whitney (aplicado a arsénico: higado
y musculo, cobre: musculo, selenio: higado y zinc: higado y musculo) obteniéndose que, para
todas las muestras (con excepcion de Cu: higado) no existe una diferencia significativa entre
las medias de las concentraciones de los elementos en estudio de las muestras provenientes
de las zonas de Chorrillos (Mercado Pesquero Artesanal de Chorrillos) y Ancon (Mercado
Pesquero Artesanal de Ancon), al obtenerse un p>0,05 (descartandose la hipotesis nula (HO)).
En el caso de las muestras de higado, para el elemento cobre, se evidencid estadisticamente
mediante la prueba de la t de student que, si existen diferencias significativas en las medias
de la concentracion de este elemento entre las zonas de Chorrillos y Ancon, donde las
concentraciones promedio de cobre en la zona de muestreo de Chorrillos es de 7,755 mg/
kg de Cu mientras que en la zona de Ancon es de 5,646 mg/kg de Cu, mostrandose que en
Chorrillos la concentracion de cobre en el tejido hepatico es mayor que en la zona de Ancon.

Comparando la concentracion de cadmio (Cd) en los tejidos de la pintadilla con el contenido
maximo establecido por el Organismo Nacional de Sanidad Pesquera- SANIPES (basado en
el establecido por la Union Europea), que es de 0,05 mg/kg en peso fresco o himedo sobre la
carne de pescado (tejido muscular), se observa que en ninguna de las muestras analizadas se
excede dicho nivel, con lo cual se infiere que su consumo por la poblacion es aceptable para
este elemento y que no afecta a la salud. Para los demas elementos, este reglamento no tiene
contenidos maximos establecidos para el pescado de consumo humano. En el caso del tejido
hepatico, se observa que este si excede con creces el contenido maximo permitido, pero la
norma se centra en la parte consumible del pez (extrayéndose el tracto digestivo), por lo
que, estos valores, que en promedio reportan para la zona de Chorrillos 3,75 mg/kg y para la
zona de Ancon 4,82 mg/kg (muy superiores al valor no detectable de <0,05 mg/kg del tejido
muscular) representa la capacidad bioacumuladora que presenta este 6rgano en la especie
marina. No solo se evidencia esta tendencia en el cadmio, sino en todos los demas elementos
que estan siendo evaluados en el presente estudio (véase la tabla 1), poniendo como ejemplo
el arsénico que, para la zona de Ancon, en el tejido muscular la concentracion promedio es de
0,87 mg/kg mientras que en el tejido hepatico esta concentracion es de 2,94 mg/kg (la razoén
higado/musculo es aproximadamente 3) mientras que para la zona de Chorrillos, en el tejido
muscular la concentracion promedio es de 0,79 mg/kg mientras que en el tejido hepatico esta
concentracion es de 2,57 mg/kg (también la razon higado/musculo es aproximadamente 3).
Esta relacion de concentraciones higado/musculo, en el caso del cobre oscila entre 25 a 30
aproximadamente, selenio oscila entre 5 a 6 y en el zinc oscila entre 14 a 15 aproximadamente,
lo que evidencia experimentalmente la capacidad del higado de acumular estos elementos.
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La pintadilla, una especie bentonica que se desarrolla en las cercanias de la costa y se alimenta
de una gama de pequeifios invertebrados marinos, siendo la dieta de esta especie compuesta
mayormente por crustdceos y moluscos. De acuerdo con esto, la pintadilla se encuentra en
un punto intermedio de la red trofica, lo que le permite bioacumular metales y elementos
toxicos (como arsénico y selenio), los que son captados de las especies que depreda. El tejido
hepatico es un buen indicador de la contaminacion ambiental, teniendo el higado la capacidad
de acumular contaminantes del entorno donde se desarrolla la especie. El higado cumple un
papel importante en el almacenamiento, redistribucion, desintoxicacion y transformacion de
contaminantes consumidos por el pez14, siendo las formas liposolubles almacenadas en este
organo, a diferencia del tejido muscular (que representa la parte “comestible” de la especie,
de ahi que la concentracion de elementos metalicos y no metalicos influyen directamente
sobre la salud de la poblacion). Asimismo, se sugiere la posibilidad de que el higado de los
animales acuaticos puede actuar como un organo para la desmetilacion del mercurio y de
secuestro de formas organicas e inorganicas de este elemento y otros elementos metalicos
del cuerpo del pezl5. De esta manera, se produce la acumulacion en el higado de elementos
metalicos y no metalicos, en cantidades superiores al tejido muscular.

Las especies que se desarrollan en las cercanias de la costa, que es el habitat de la pintadilla,
son directamente afectadas por la contaminacion por fuentes antropogénicas, basicamente
producto de las descargas domésticas e industriales que son vertidas al mar (en algunos casos
descargas clandestinas y sin tratamiento previo) en la zona de nuestro estudio, comprendida
entre Chorrillos y Ancén, en la costa de Lima.

Lineas arriba, se indicd que, haciendo una comparacion entre los puntos de recoleccion
de la especie marina, se observa que las concentraciones de elementos totales en el punto
de recoleccion de Chorrillos (Mercado Pesquero Artesanal de Chorrillos) no presentan
diferencias significativas con respecto a las concentraciones reportadas en el punto de
muestreo de Ancon, en ambos tipos de tejidos (muscular y hepatico), con excepcion del cobre
en el tejido hepatico, pudiéndose inferir que en la zona de nuestro estudio, los niveles de los
elementos evaluados son constantes. Se hacen necesarios estudios adicionales para corroborar
lo indicado en este articulo, asi como también ampliar el alcance de este, evaluando los
niveles de concentracion de los elementos estudiados, tanto en las especies que consume la
pintadilla como en el agua de mar y el sedimento marino. Cabe recalcar, que este es el primer
estudio de evaluacion de la presencia de elementos metalicos y no metalicos en los tejidos
muscular y hepatico de la pintadilla.

Estadisticamente, se busco si hay correlacion entre las concentraciones de los elementos en
estudio presente en el tejido muscular y el tejido hepatico, tanto en la zona de Chorrillos
como en la zona de Ancon. Se aplicaron las pruebas de Pearson (prueba paramétrica) y la
rho de Spearman (prueba no paramétrica). Para el caso del arsénico, para ambos puntos de
muestreo se evidencia la correlacion positiva entre la concentracion de este metaloide en
el tejido muscular y el tejido hepatico, siendo el coeficiente de correlacion de Spearman de
0,588 (Ancon) y 0,771 (Chorrillos) mostrandose una correlacion fuerte. Para el cobre no se
evidencia correlacion. En el caso del selenio se evidencio la correlacion positiva solo en la
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zona de Ancon, con un coeficiente de correlacion de Pearson de 0,525 (correlacion fuerte),
y en el caso del zinc se evidenci6 la correlacion positiva solo en la zona de Chorrillos, con
un coeficiente de correlacion de Spearman de 0,541 (correlacion fuerte). Para los casos del
manganeso y cadmio no se pudo desarrollar esta correlacion, ya que las concentraciones
de estos elementos en el tejido muscular son menores al limite de deteccion del método
(véase la tabla 1). Estas diferencias en la correlacion pueden ser debido a las diferencias en
el metabolismo de la especie, las cuales pueden ser afectadas por factores externos como
el pH, la concentracion de oxigeno disuelto, materia organica disponible, madurez sexual,
sensibilidad a la estacion, la calidad del agua y la contaminacion ambiental, entre otros';
siendo necesarios estudios complementarios que corroboren la tendencia de que, a mayor
concentracion del elemento en el tejido muscular, habria mayor concentracion en el tejido
hepatico. En el estudio desarrollado en la Bahia de Guanabara (Brasil), se encontrd una
correlacion positiva alta entre la concentracion del metal mercurio encontrado en el tejido
muscular y el tejido hepatico de especies carnivoras (r = 0,91)", lo cual, comparado con
la pintadilla, que es una especie basicamente carnivora (carcinofaga, preferentemente)
confirmaria la correlacion positiva fuerte que se presentd en los elementos arsénico, selenio
(zona Ancon) y zinc (zona Chorrillos).

Para la evaluacion de la calidad analitica de los resultados, las muestras de tejido de la especie
marina fueron analizadas junto con un estandar certificado cuya denominacion es Material
de referencia DORM 4 Fish Protein Certified Reference Material for Trace Metals and other
Constituents de la National Research Council de Canada para la evaluacion de la exactitud y
reproducibilidad del analisis instrumental. La tabla 5 reporta un resumen de los porcentajes
de recuperacion individuales y promedio para los elementos en estudio.

Tabla 5. Porcentaje de recuperacion del material certificado de referencia DORM-4 en los
diversos analisis realizados.

Yalor Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 Recuperaglon
Elemento certificado (%) (%) (%) (%) promedio
(mg/kg) (%)
As 6,87 85,75 88,96 101,85 95,67 93,06
Cd 0,299 91,47 84,84 93,42 87,12 89,21
Cu 15,7 89,10 90,78 99,43 95,50 93,70
Mn 3,17 99,80 86,09 95,13 96,78 94,45
Se 3,45 89,87 108,27 96,29 83,44 94.47
Zn 51,6 90,33 92,36 99,84 94,19 94,18

Este material certificado de referencia nos permite asegurar la calidad de los resultados
instrumentales, tanto la repetibilidad como la reproducibilidad de los resultados analiticos.
El DORM-4 es proteina de pescado seca y es utilizado para el desarrollo y verificacion de
métodos analiticos en los cuales se determine elementos traza en tejidos de fauna marina y
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matrices similares. Para materiales de referencia s6lidos, como el DORM-4, es posible que no
se pueda lograr una recuperacion de +/- 20 % debido a la complejidad de la matriz, por esto, en
ausencia de datos historicos, los limites de aceptacion deben establecerse en +/- 20 %', En la
tabla 5 se observa que los resultados estan dentro de los limites de aceptacion indicados, pues
las recuperaciones promedio son superiores al 89 % y de manera individual en los ensayos el
minimo valor de recuperacion es del 84,84 % para el cadmio y el maximo valor es de 108,27
% para el caso del selenio.

CONCLUSIONES

La especie marina pintadilla (Cheilodactylus variegatus Valenciennes, 1833) recolectada en
los mercados pesqueros artesanales de Chorrillos y Ancon, durante el periodo comprendido
entre setiembre 2018 a marzo 2019, presentd concentraciones de As, Cd, Cu, Mn, Se y
Zn mayores en el tejido hepatico, en comparacion al tejido muscular, lo que evidencia la
capacidad bioacumuladora de este 6rgano en la especie marina.

La concentracion de Cd y Mn en el tejido muscular es menor al limite de deteccion,
reportandose para el cadmio <0,05 mg/kg y para el manganeso <0,08 mg/kg, reportandose
para los demas elementos concentraciones por encima del limite de deteccion del método.
En el caso del tejido hepatico, todos los elementos mostraron concentraciones cuantificables.
Las concentraciones medias reportadas para los elementos en estudio no muestran diferencias
significativas entre los puntos de muestreo de Ancon y Chorrillos, con excepcion del elemento
cobre, el cual si mostré una diferencia significativa de la concentracion media para el tejido
muscular, presentando la zona de Chorrillos (7,755 mg/kg) una concentracion mayor en
comparacion a la zona de Ancon (5,646 mg/kg).

Se evidencid que existe una correlacion positiva fuerte entre la concentracion de arsénico
en el tejido muscular y la concentracion de arsénico en el tejido hepatico para ambos puntos
de recoleccion de muestra. Para el caso de selenio se encontrd correlacion en la zona de
Ancon y el caso del zinc en la zona de Chorrillos. En el caso del cobre no se encontré alguna
correlacion entre la concentracion de este metal en el tejido muscular y el tejido hepatico.
En comparacion con los contenidos maximos permitidos por el SANIPES, el cadmio (0,05
mg/kg) presente en el tejido muscular no excede dicho limite, por tanto, su consumo por la
poblacion es aceptable y que no afecta a la salud. En esta normativa no esta contemplada la
concentracion en el tejido hepatico.

AGRADECIMIENTOS

El autor agradece a la Jefa del Laboratorio de la Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental
de la UCV, Ing. Amelia Mudarra, por las facilidades brindadas para la realizacion de los
ensayos quimicos, a la Ingeniero Quimico Erika Bustamante por el apoyo profesional en
el desarrollo del trabajo de investigacion, al Quimico David Huaranga y al Quimico Julio

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021



Niveles de As, Cd, Cu, Mn, Se y Zn en tejido muscular y hepdtico del cheilodactylus variegatus valenciennes... 147

Trauco por el apoyo técnico y profesional brindado al desarrollo de esta investigacion, a los
ingenieros ambientales Romario Velasquez, Laydy Cruz y Gino Mora por el apoyo técnico
en el desarrollo de los analisis.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Chirichigno N, Vélez J. Clave para Identificar los Peces Marinos del Pert [Internet].
2da. Ed. Callao: Instituto del Mar del Pert; 1998. [Citado 12 jul 2021]. Disponible en
https://hdl.handle.net/20.500.12958/3327

2. Vargas L, Pequeio G. Hallazgo de bilagai (Cheilodactylus variegatus Valenciennes,
1833), en la Bahia Metri en Chile: (Ostepchthyes: Cheilodactylidae). Investig Mar.
2001; 29(2): 35-37. doi: 10.4067/S0717-71782001000200004

3.  Reyes P, Hiine M. Peces del Sur de Chile [Internet]. Santiago: Ocho Libros; 2012.
[Citado 10 jul 2021]. Disponible en https://www.ocholibros.cl/libro/peces-del-sur-de-
chile 419

4. Kong]l, Castro H. Guia de biodiversidad N° 3: Volumen 1 Macro fauna y Algas Marinas:
Peces [Internet]. Antofagasta: Centro Regional de Estudios y Educacion Ambiental;
2002 [Citado 10 jul 2021]. Disponible en http://intranetua.uantof.cl/crea/guia%?20peces.
pdf

5. Chang V. La Pintadilla: E1 ABC de su pesca. Revista Pesca [Internet]. 2010. [Citado
12 jul 20217]; 113(10-10): 74- 85. Disponible en: http://files.capturaylibera.webnode.
mx/200000231-b582db67ca/revista pesca noviembre 2010.pdf

6. Medina M, Araya M, Vega C. Alimentacion y relaciones troficas de peces costeros de
la zona norte de Chile: Feeding and trophics relation ships of coastal fish off northern
Chile. Investig Mar. 2004; 32(1): 33-47. doi: 10.4067/S0717-71782004000100004

7. Palma A, Ojeda P. Abundance, distribution and feeding patterns of a temperate reef fish
in subtidal environments of the Chilean coast: the importance of understory algal turf.
Rev Chil Hist Nat. 2002; 75(1): 189-200. doi: 10.4067/S0716-078X2002000100018

8. Gutiérrez-Galindo E. Comentario Sobre ElI Metabolismo De Metales Pesados En
Organismos Marinos. Ciencias Marinas. 1982; 8(1): 134—138. doi: 10.7773/cm.v8i1.364

9. Castro P, Huber M. Biologia Marina. 6ta Ed. Madrid: Mc Graw Hill/ Interamericana de
Espafia S.A.U.; 2007.

10. Alarcon-Corredor O. Los elementos traza. Revista Médica de la Extension Portuguesa -
ULA [Internet]. 2009. [Citado: 2021 Jul 19]; 4(3): 107-124.

Disponible en: http://www.saber.ula.ve/bitstream/handle/123456789/31376/articulo3.
pdf?sequence=1&isAllowed=y

11. Orozco C, Pérez A, Gonzales M, Rodriguez F, Alfayate J. Contaminacion Ambiental:
Una vision desde la Quimica. Madrid: Paraninfo; 2011.

12. United States Environmental Protection Agency. Method EPA 200.3 “Sample
Preparation Procedure for Spectrochemical Determination of Total Recoverable
Elements in Biological Tissues. Revision 1 [Internet]. Washington DC: Headquarters
Library Environmental Protection Agency; 1991[Citado 5 jul 2021]. Disponible en:
https://nepis.epa.gov/Exe/ZyPDF.cgi/2001 7TYT.PDF?Dockey=20017TYT.PDF

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021



148 Sigfiredo Alexander Quintana Paetdn

13. United States Environmental Protection Agency. Method 6010D (SW-846): Inductively
Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry," Revision 5. [Internet]. Washington
DC: 2018 [Citado 5 jul 2021]. Disponible en: https://www.epa.gov/sites/default/
files/2015-12/documents/6010d.pdf

14. Havelkova M, Dusek L, Némethova D, Poleszczuk G, Svobodova Z. Comparison
of Mercury Distribution Between Liver and Muscle — A Biomonitoring of Fish from
Lightly and Heavily Contaminated Localities. Sensors. 2008; 8(7): 4095-4109. doi:
10.3390/s8074095

15. Baéta P, Kehrig H, Malm O, Moreira I. Total mercury and methylmercury in fish from
a tropical estuary. Environmental Toxicology. En: Kungolos A, Brebbia C, Samaras C,
Popov V. (Eds.). First International Conference on Environmental Toxicology; 11-13
Setiembre 2006; Mykonos, Grecia. Southampton: WIT Press; 2006. P. 183-192. doi:
10.2495/ETOX060181

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021



DOI 10.37761/rsqp.v87i2.335

Recibido el 03-05-21
Aprobado el 15-07-21 149

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE GRAFENO
MULTICAPA MAGNETIZADO

Mercedes Puca Pacheco™, Maria Guadalupe Neira Velazquez®

RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo la sintesis y caracterizacion de grafeno
multicapa magnetizado y para ello se propuso un disefio factorial 22 con un punto central,
para evaluar el efecto del tamafio de las nanoparticulas de grafito y la relacion masica de
magnetita/grafeno sobre la magnetizacion. El grafeno multicapa magnetizado se obtuvo en
dos etapas, en la primera se sonifico el grafito con dodecilsulfato de sodio (SDS) en medio
acuoso y en la segunda etapa se realizd la coprecipitacion in situ de la magnetita, logrando la
formacion de las nanoldminas de grafeno multicapa. Mediante el analisis por espectroscopia
Raman se encontré la formacion de grafeno multicapa. Mediante los resultados de la
difraccion de rayos X se verifico la fase cristalina de la magnetita y el grado de cristalinidad.
Mediante analisis morfologico, utilizando el microscopio de barrido (SEM), se confirmaron
las caracteristicas microestructurales de estos materiales. En conclusion, la magnetizacion del
material compuesto de grafeno y magnetita no depende de la relacion masica de magnetita/
grafeno porque el grafeno fue magnetizado y tampoco depende de los tamafios de particulas
del grafito sonicado y grafeno multicapa magnetizado.

Palabras claves: Magnetita, grafeno multicapa, magnetizacion, cristalinidad, grafito.

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF MAGNETIZED
MULTILAYER GRAPHENE

ABSTRACT

The present research aimed at the synthesis and characterization of magnetized multilayer
graphene and for this, a 22 factorial design with a central point was proposed, to evaluate the
effect of the size of the graphite nanoparticles and the magnetite / graphene mass ratio on
magnetization. The magnetized multilayer graphene was obtained in two stages, in the first
the graphite was sonified with sodium dodecyl sulfate (SDS) in aqueous medium and in the
second stage the magnetite in situ coprecipitation was carried out, achieving the formation
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of multilayer graphene. By means of the analysis by Raman spectroscopy the formation of
multilayer graphene was found. By means of the X-ray diffraction results, the crystalline
phase of the magnetite and the degree of crystallinity were verified. By morphological
analysis using the scanning microscope (SEM), the microstructural characteristics of these
materials were confirmed. In conclusion, the magnetization of the composite material of
graphene and magnetite does not depend on the mass ratio of magnetite / graphene because
the graphene was magnetized and neither does it depend on the particle sizes of the sonified
graphite and magnetized multilayer graphene.

Key words: Magnetite, multilayer graphene, magnetization, crystallinity, graphite.

INTRODUCCION

En la actualidad, el grafeno ocupa un lugar importante y esta permitiendo abrir nuevas vias
al desarrollo de materiales funcionales por su obtencion a partir de un material barato como
el grafito. El grafeno es una nanoestructura de carbono bidimensional (2D), con hibridacion
sp%, que ha sido de gran interés en las comunidades de fisica, quimica y materiales en todo
el mundo desde que fue descubierto por Geim y Novoselov!, quienes usaron cinta adhesiva
“scotch” para despegar laminas de grafeno a partir del grafito. El interés por el grafeno se
debe a sus excelentes propiedades tales como: alta conductividad térmica?, la resistencia
mecanica comparable a la de los nanotubos de carbono que lo han convertido en material
de gran interés de estudio en muchas investigaciones del siglo XXI?, con un médulo de
Young de 1 Terapascal, es 100 veces mas resistente que el acero y 6 veces mas ligero que el
mismo y mejora las propiedades térmicas y Opticas®, las buenas propiedades de transporte*
y su considerable efecto termoeléctrico?, la cual hace que el grafeno sea una gran promesa
para su uso en diversos materiales de almacenamiento de energia’, sistemas de suministro de
farmacos®, biosensores’, compuestos poliméricos®, supercondensadores’, nanoelectronica'® y
en otras areas.

Los métodos de exfoliacion oxidativa pueden producir potencialmente grandes cantidades
de oxido de grafeno (GO), una nanocapa similar al grafeno que generalmente es defectuosa
y requiere mas tratamientos para reducirlo a Oxido de grafeno reducido (RGO)". Sin
embargo, las aplicaciones del grafeno siguen siendo limitadas debido a su alto costo y su
baja capacidad de produccion actual. Por ello, actualmente, la exfoliacion de grafito es un
enfoque prometedor para la produccion a gran escala de grafeno. La exfoliacion en fase
liquida, mediante el empleo de disolventes organicos'>!® o surfactantes', es una alternativa
a la exfoliacion mecanica que se basa en aumentar la distancia interlaminar entre las capas
de grafito para disminuir las fuerzas de interaccion (Van der Waals) existentes entre ellas y
poder separar las laminas'®.

En la presente investigacion, se empled la sonicacion de una mezcla de grafito, tensioactivo
(SDS) y agua, para la obtencion de grafeno multicapa, y luego la precipitacion de magnetita
en la dispersion acuosa de grafeno multicapa. Una posible aplicacion del nanocompuesto
obtenido es en la limpieza de aguas contaminadas o aguas de mar por metales pesados,
mediante remocion magnética, cuyo estudio se realizara en un futuro trabajo de investigacion.
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PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos y materiales

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron: dodecilsulfato de sodio (SDS) con pureza >
98,5 %, cloruro de hierro (II) (FeCl,.4H,0), cloruro de hierro (III) (FeCl,.6H,0), hidroxido
de amonio al 30 % m/m y acido clorhidrico al 37 % m/m, suministrados por Merck Peruana.
Para la sintesis del grafeno se emple6 grafito de Sigma-Aldrich. Se emple6 agua destilada,
desionizada y filtrada. El nitrégeno fue de grado UAP de Infra, purificado adicionalmente al
pasarlo por una columna Oxiclear.

Caracterizacion

La estructura cristalografica y la presencia de la magnetita fueron analizadas por difraccion
de Rayos-X (DRX) empleando un difracté—metro marca BRUKER, modelo D8-FOCUS.
Generador de Rayos-X con voltaje de salida del tubo =40 kV y corriente de salida del tubo
=40 mA en un rango de medicion de 10 a 80 °C en la escala de 26.

Las mediciones del tamafio de particula se realizaron por dispersion de luz (DLS) en un
equipo modelo Malvern Zetasizer Nano-ZS90 a 25 °C.

Las propiedades magnéticas de las nano—particulas fueron determinadas usando el
Magnetometro de Muestra Vibrante (MMV) modelo 6000 de Quantum Design, con un
campo aplicado entre -20,0 a 20,0 kOe a temperatura ambiente.

Se obtuvieron los espectros de las ondas correspondientes al grafeno con el espectrofotometro
Raman Horiba One Xplora, utilizando un laser de 785 nm con una potencia de 50 mW, de 0
a 3500 cm™.

Para el estudio morfologico se empled un Microscopio Electronico de Barrido (MEB) XL-
20 de Phillips, en donde las muestras fueron analizadas con un voltaje entre 6,5y 15 kV'y
magnificaciones entre 1000 y 10000 x.

Disefio experimental

Se planted un disefo 2? con un punto central, siendo las variables independientes el tiempo de
dispersion del grafito y relacion masica de magnetita/grafeno (RMG) (Ver tabla 1)
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Tabla 1. Disefio factorial 2% con un punto central.

Codigo Disefio factorial Tiempo de Relacion masica
[Tiempo(h)] [RMG] sonicacion del Magnetita/Grafeno
grafito (RMG)
(L)) (%)

MA 00 5 40/60
MB O 5 60/40
MC (0) (0) 10 50/50
MD 0O 15 40/60
ME ) 15 60/40

Obtencion del grafito con diferentes tamafios de particula

Para ello se llevo a cabo la dispersion de una mezcla compuesta por 5 g de grafito; 0,5 g
de dodecilsulfato de sodio (SDS) y 300 mL de agua destilada, mediante el empleo de un
bafio de ultrasonido modelo S30H "ELMA"" ALEMAN", por un tiempo de 5 horas, a una
temperatura constante de 40 °C. Se realizaron éstas mezclas, de la misma manera, para otros
tiempos de dispersion de 10 y 15 horas. (ver tabla 2).

Tabla 2. Muestras de grafito dispersado por ultrasonido.

Codigo Tiempo de agitacion por

ultrasonido (h)

MF 5
MG 10
MH 15

Sintesis de la magnetita sobre grafito dispersado por ultrasonido

Una vez obtenidas las tres mezclas dispersadas de grafito MF, MG y MH obtenidas a
diferentes tiempos, estas se vertieron por separado en balones de tres bocas de 500 ml;
se calentaron hasta 70 °C, en ambiente inerte con nitrogeno gaseoso, se mantuvieron en
agitacion a una velocidad de 500 rpm y una vez alcanzada una temperatura constante de 70
°C, se adicionaron las cantidades necesarias de solucion de FeClI3 al 24 % m/v y FeCl2 al 12
% m/v (para obtener proporciones de magnetita y grafito de 40/60, 60/40 y 50/50) y luego de
5 minutos se dosificd la cantidad necesaria de NH4OH concentrado a un flujo volumétrico de
1 ml/min empleando una bomba de jeringa modelo New Era NE-550 y una vez finalizada la
alimentacion del NH4OH, se dejo reaccionar por 1 hora adicional.

Una vez finalizada, se decantd el grafito o el grafeno multicapa magnetizado, luego se
elimind el liquido sobrenadante, después se filtr6 y se realizé el proceso de lavado del grafito
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o grafeno multicapa magnetizado con agua bidestilada hasta obtener un pH de 7 en el liquido
de filtrado. Finalmente, se coloco el papel de filtro con el grafito o grafeno magnetizado en
una placa Petri y se llevo a secar en una estufa de secado a 50 °C durante 5 dias.

La sintesis de las nanoparticulas de magnetita (NPM) por el método de precipitacion, fue
llevada a cabo a partir de una solucion formada por cloruro de hierro (II) y cloruro de hierro
(IIT) en presencia de hidroxido de amonio con la siguiente relacion estequiométrica:

9FeCl, , +6 FeCl,  +39NH,OH  — 5Fe, O, j+39NH,Cl  +19HO+"2H,

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion del tamaiio de particula del grafito por DLS
Se obtuvieron tamanos de particulas entre 206,7 y 243,9 nm, los cuales son mostrados en

la tabla 3, y también podemos afirmar que a mayor tiempo de dispersion por ultrasonido se
logra disminuir el tamaiio de particula (Ver figura 1).

Tabla 3. Diametros de particula del grafito por DLS.

CODIGO  Tiempo de agitacién por Didametro de

ultrasonido particula (nm)
(h)
MF 5 2439
MG 10 226,9
MH 15 206,7
120
——MF
100 ——MG
—o—NMH

60

Intensidad

40

100 200 300
Didmetro {nm)

Figura 1. Distribucion del tamano de las particulas de grafito por DLS.

Analisis por difraccion de rayos X de muestras de grafito magnetizado

En la figura 2, se muestran los difractogramas de las muestras: MA, MB, MC y MD en
las cuales se formo6 la magnetita, mientras que en la muestra ME hubo formacion de
magnetita y goethita. Asimismo, se muestra que el grafito sonificado a 5, 10y 15 h, las cuales
corresponden a las muestras MF, MG y MH respectivamente, se observan solo Grafito H:
Sistema Hexagonal y Grafito R: Sistema Romboédrico.
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Mediante el difractograma de rayos X, se evidencia la formacion de la magnetita cristalina
por la presencia de los picos de difraccion intensos indexados a (22 0),(311),(400), (42
2),(511)y(440)planos que aparecen en 20 = 30,15; 36,27; 43,32; 53,89; 57,13 y 62,29 °,
respectivamente, son consistentes con los datos XRD estandar para la fase cubica Fe304 con
una estructura clibica centrada en las caras (fcc).

I {220)(311) f{400) (422)(511) (440} I

FeE MA (1! | I 7 ]
W ) |
W |
1 IS S |
93— dn |
e I
g3 me A |
I

10 20 30 40 50 60 70

20

Figura 2. Comparacion de difractogramas de rayos X de los nanocompuestos (MA, MB, MC,
MD y ME) y grafito (MF, MG y MH).

Intensidad (u.a)

El diametro de la magnetita se calculd a partir de los difractogramas de rayos X, mediante
la anchura a media altura (FWHM) del pico de reflexion del plano cristalino (311), siendo el
pico mas intenso de las reflexiones del perfil de DRX y se emple6 la formula de Scherrer16
la cual viene dada por la ecuacion 1.

kA
D =
p.cosf M

Donde K es una funcion de la forma de particulas, en este caso se considerd un valor de 0.9,
A es la longitud de onda del haz de rayos X, [ es el ancho del pico a la altura media (FWHM)
en radianes y 0 el angulo de Bragg en radianes.

A continuacidn, se muestra la tabla 4 con los didmetros de magnetita obtenidos en las muestras
MA, MB, MC, MD y ME.

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021



Sintesis y caracterizacion de grafeno multicapa magnetizado

155

Tabla 4. Diametro de particulas de magnetita.

Muestra Tamailo de grano (nm)
MA 12,46
MB 12,13
MC 11,74
MD 15,69
ME 11,22

Analisis por espectroscopia Raman
En la figura 3, se muestra la comparacion del espectro Raman del grafeno y del grafito
medidos a 514,5 nm segln Ferrari (2007)17. Se aprecian dos criterios de identificacion: 1)
Analizando las componentes del pico 2D, o 2) Analizando la razén de intensidades entre los

Intensidad (u.a)

picos Gy 2D.
@ ' d ®
514nm
l ‘,‘\‘ 2D
|
3 | g
o e \ § / \__ Grafeno
o | Graf | 2 "
w
E rafeno \ D 5 /\\ZDZZ
£ / o N A E
- | ‘ 20,/
- Grafito A\ N 7/// \\\ Grafito
1400 2100 2800

Desplazamiento Raman (cm‘1)

2500 2600 2700 2800 2900 3000
Desplazamiento Raman (cm»’1)

~| Grafito

10 capas
5 capas

—" n ~—2capas

— 1 capa
2600 2800
Desplazamiento Raman (cm-'1)

L
2700

Figura 3. Espectro Raman del grafeno y grafito: (a) Con los picos G y 2D; (b) grafeno y grafito
con los picos 2D para grafeno y 2D1 y 2D2 para grafito y (c) grafito y diferentes capas.

En la figura 4 se aprecian las bandas caracteristicas del grafito, la imagen insertada muestra

la forma del pico 2D tipico de grafito en masa. La banda D es bastante pequeiia, por lo que se
deduce un alto orden estructural.
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T
2000
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3000 3500

Figura 4. Espectro Raman de las nanoparticulas de grafito-magnetita (% Magnetita = 60 %), con
un tiempo de agitacion por ultrasonido de 15 h.
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En la figura 5, se aprecia el espectro Raman de la muestra MC con un 40 % de magnetita, la
cual se diferencia de la muestra MD, que en la imagen insertada se distingue que la forma del
pico 2D refleja, aproximadamente, 10 capas de carbono. Ademas, se logra observar que la
banda D tiene una mayor intensidad, corroborando la presencia de estados de bordes.

T T T T T

1000  —— MC G

10 capas

800 -

600 -

400

Intensidad (u.a)

200 -

o T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Desplazamiento Raman (cm-'1)

Figura 5. Espectro Raman de las nanoparticulas de grafito-magnetita (Y%oMagnetita = 40 %) con
un tiempo de agitacion por ultrasonido del5 h.

En la figura 6, se muestra el espectro de la muestra ME, en la cual se observan los picos del
grafito y en la imagen insertada se observa que el pico 2D muestra una ligera asimetria que
corresponde a aproximadamente 5 capas de carbono.

Por otro lado, en la figura 6, se observan picos pequefios (alrededor de 200 cm-1) que
corresponden al 6xido de hierro. La linea de fondo (background) ascendente denota una alta
fluorescencia a consecuencia del mal enfoque en la superficie de medida, lo que se apoya en

la premisa que se trata de pocas capas de grafeno sobre una nanoparticula de 6xido de hierro
(Magnetita).
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Figura 6. Espectro Raman de las nanoparticulas de grafito-magnetita (RM = 50/50) con un
tiempo de agitacion por ultrasonido de 10 h.
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En la figura 7, se muestran los espectros Raman para las muestras MA y MB, en la cual
coinciden en casi todos los picos, salvo los indicados con flechas que corresponden al grafito,
como se evidencio en las graficas previas. Hacer un analisis cuidadoso del espectro en morado
(el que presenta grafito) es imposible debido a la superposicion de picos que dificultan poder
determinar el nimero de capas, pero a simple vista se trataria de grafito en masa.

Intensidad (u.a)

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Desplazamiento Raman (cm'1)

Figura 7. Espectro Raman de las nanoparticulas de grafito-magnetita (RM = 60/40 y RM =
40/60) con un tiempo de agitacion por ultrasonido de 5 h.

Analisis de magnetizacion

En la tabla 5 y figura 8, se muestran los resultados de las magnetizaciones de las muestras,
encontrandose una alta magnetizacion con un valor de 52,21 emu/g en promedio, cuando
el grafito se agitd por un tiempo de 10 horas con un 50 % de magnetita. Por otro lado, las
propiedades magnéticas de este tipo de ferrita dependen fuertemente del tamaiio de particula.
Segun estudios realizados por Kumar et al., 2015, encontraron que cuando las particulas de
Fe,O, se reducen a escala nanométrica, sus propiedades magnéticas decaen: la magnetizacion
de saturacion (Ms), la remanencia magnética (Br) y la fuerza coercitiva (Hc) disminuyen
drasticamente y, en consecuencia, las nanoparticulas exhiben un comportamiento denominado
superparamagnético'®. Por tanto, en esta investigacion, se obtuvieron tamafios entre 11,22 y
15,69 nm, dando valores de magnetizacion entre 38,15 y 52,41 Emu/g, como se muestra en
la tabla 5 y figura 8 (a), (b) y (d), y comparado con lo obtenido en el articulo reportado por
Puca et al., 2013 se reportaron magnetizaciones de un valor 31,82 emu/g para un didmetro de
particula promedio de 9 nm'.
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Tabla 5. Magnetizacion del nanocompuesto de grafeno multicapa-magnetita.

Codigo  Disefio factorial Tiempo Relacion masica Diametro de Magnetizacion
[tiempo(h)][RMG] de Magnetita/Grafeno  magnetita (nm) Emu/g
sonificacion (RMG)
del grafito
()
MA ONQ! 5 40/60 12,46 39,47
MB OS] 5 60/40 12,13 38,15
ME ) ) 15 60/40 11,22 46,79
MD ) ) 15 40/60 15,69 38,99
MC (0) (0) 10 50/50 11,74 52,41
MC (0) (0) 10 50/50 11,74 52,00

Seglin el trabajo reportado por Pefia-Rodriguez et al., 2018 evidenciaron un incremento
lineal de la magnetizacion de saturacion y del momento magnético en funcion de la cantidad
de magnetita adicionada a la matriz polimérica®. Sin embargo, en el presente trabajo de
investigacion no se obtuvo un incremento de la magnetizacion al aumentar la concentracion
de magnetita en la relacién masica de magnetita/grafeno y esto se atribuye a que el grafeno
se ha magnetizado, es decir que, al formarse la magnetita, este le ha dotado al grafeno de
magnetizacion. Asi, el resultado fue una nanolamina imantada basada en grafeno. Por tanto,
el material obtenido abre la posibilidad de que el grafeno tenga propiedades magnéticas.

50

a0

Magnetizacidn (emu/g)

_ao

—-10000 -5000 o S5000 10000
Campo magnético (Oe)

Figura 8. Espectro Raman de las nanoparticulas de grafito-magnetita (RM = 50/50) con un
tiempo de agitacion por ultrasonido de 10 h.
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En la figura 9, se muestran las imagenes tomadas en el Microscopio Electronico de Barrido
(MEB) con un voltaje de 15 kV y a diferentes magnificaciones entre 1000x y 10224x, de la
superficie de las particulas de grafito y/o grafeno multicapa magnetizado, en donde se aprecian
particulas de magnetita con morfologia esferoidal en todos los casos, como lo observado en
el trabajo reportado por Puca et al., (2013)", por lo que se demuestra que las particulas de
magnetita han sido estabilizadas por la presencia del tensoactivo SDS, y que la presencia del
grafito durante la reaccion de precipitacion con FeCl, y FeCl, en medio basico con NH,OH, no
ha afectado la morfologia de la magnetita. También se aprecia, en las imagenes, la formacion
de plaquetas de grafito y nanoescamas de grafeno multicapa intercaladas en la matriz de
magnetita, como se observo en el trabajo reportado por Sun et al., (2019)*'. Las nanolaminas
de grafeno se muestran en la imagen de MB y ME, aunque las laminas de grafeno observadas,
no son muy delgadas, posiblemente por la formacion de multicapas, asi también se aprecian
entre estas laminas a las nanoparticulas de magnetita de forma esferoidal.

En la Figura 9, se observan en todas las muestras las aglomeraciones entre particulas que han
sido atribuidas a interacciones magneto-dipolo entre las mismas, debido a que las laminas de
grafeno multicapas estan rodeados por las cargas introducidas por las moléculas remanentes
del tensioactivo.

Figura 9. Imagenes obtenidas en el SEM, de las particulas de grafeno multicapa magnetizado:
a) muestra MA; b) muestra MB; ¢) muestra MD y d) muestra ME
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En la tabla 6, se muestran los resultados de magnetizacion y diametro de las particulas de
magnetita obtenidas de acuerdo al disefio factorial 22 con un punto central, teniendo en
cuenta las variables independientes: Diametro de particula del grafito y la relacion masica de
magnetita/grafeno (RMG).

Tabla 6. Magnetizacion del nanocompuestos de grafeno multicapa-magnetita.

Caodigo Disefio factorial Dp grafito  [RMG] Dp Magnetizacion
[Dp (nm)][RMG] Ultrasonido magnetita Emu/g
(nm) (nm)

MA * - 243,6 40/60 12,46 39,47

MB & 243,6 60/40 12,13 38,15

ME () D 206,7 60/40 11,22 46,79

MD () () 206,7 40/60 15,69 38,99

MC (0) (0) 226,9 50/50 11,74 52,41

MC (0) (0) 226,0 50/50 11,75 52,00

Se realizd la prueba de Shapiro-Wilk (prueba de normalidad) para los resultados de
magnetizacion y diametro de particula de la magnetita y se obtuvieron valores de p-valor =
0,097 y 0,496, respectivamente, y siendo en ambos casos valores mayores que a = 0,05. Por
lo tanto, cumplen la prueba de normalidad.

La tabla 7, muestra el analisis de varianza para el didmetro de particula de la magnetita y
se aprecia que hay efecto significativo de la relacion masica de magnetita/grafeno (RMG)
(p-valor = 0,002), asi como del didmetro de particula del grafito (p-valor = 0,004) y existe
interaccion entre las variables independientes (p-valor = 0,002) sobre el diametro de particula
de la magnética, ya que sus p-valores son menores que o = 0,05, a un nivel de confianza del
95 %.

También, en la tabla 7, se muestra el analisis de varianza para la magnetizacion y se aprecia
que no hay efecto del diametro de particula del grafito (p- valor = 0,045), ni de la relacion
masica de magnetita/grafeno (p-valor = 0,057), ya que sus p-valores son mayores que o =
0,05, a un nivel de confianza del 95 %. Sin embargo, existe interaccion de ambos factores
(diametro del grafito y relacion masica de magnetita/grafeno) sobre la magnetizacion, ya que
el valor-P es menor que o = 0,05
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Tabla 7. Analisis de varianza para el diametro de magnetita y la magnetizacion

Diametro de magnetita (nm):

Efectos principales

A: Dp grafito ultrasonido(nm) 0,004
B: RMG 0,002
AB 0,002

Magnetizacion Emu/g:

Efectos principales

A: Dp grafito ultrasonido (nm) 0,045
B: RMG 0,057
AB 0,040

*Prueba estadistica.

CONCLUSIONES

El grafeno presenta extraordinarias propiedades mecanicas y electronicas, pero no magnéticas.
Sin embargo, la sintesis de la magnetita por coprecipitacion in situ en la dispersion de grafito
sonificado, permiti6 la separacion de las laminas de grafito, para obtener nanolaminas de
grafeno dotado de propiedades magnéticas.

Mediante el analisis estadistico se comprobo que, al variar la relacion masica de grafeno/
magnetita en el nanocompuesto, no afecta la magnetizacion, lograndose obtener un valor
maximo de 52,21 emu/g cuando la relacion masica de grafeno y magnetita es de 1:1 y ello
se debe a que mediante el proceso de obtencion se le ha dotado al grafeno con propiedades
magnéticas.

Los nanocompuestos de grafeno/magnetita sintetizados fueron estables y fueron sintetizados
a partir de laminas de grafeno 3D obtenido por sonificacion, dando la posibilidad de ser
escalados a nivel industrial, ya que es un proceso barato y se evita la contaminacion de
grafeno por los reactivos empleados.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NUEVOS
COPOLIMEROS DE INJERTO TERMOSENSIBLES A PARTIR
DE N-ISOPROPILACRILAMIDA Y MACROMONOMEROS DE

2-METIL-2-OXAZOLINA

Ana Maria Paola Palacios?, Juan Carlos Rueda®*

RESUMEN

Fueron sintetizados nuevos copolimeros injertados a partir de la polimerizacion por radicales
libres de N-isopropilacrilamida (NIPAAm) y macromondmeros de 2-metil-2-oxazolina (MM)
iniciada por el 2,2"-azobisisobutironitrilo en dimetilformamida. Los macromondmeros, de
grados de polimerizacion 31 y 62, fueron sintetizados mediante la polimerizacidn catiénica
por apertura de anillo de 2-metil-2-oxazolina iniciada por el clorometilestireno en presencia
de ioduro de sodio. Los macromonomeros y copolimeros injertados fueron caracterizados
por espectrometria de resonancia magnética nuclear de protones ("H-RMN) y la temperatura
de transiciéon conformacional fue determinada mediante mediciones turbidimétricas y
espectroscopia 'H-RMN.

La razon molar NIPAAm/MM en el copolimero, determinada por '"H-RMN, fue mayor
que en la alimentacion al reactor debido a la mayor reactividad del NIPAAm por su mayor
difusividad en el medio reaccionante debido a su menor peso molecular. La temperatura
de transicion conformacional (LCST) de los copolimeros injertados estuvo en el rango
de 33 a 38 °C y la intensidad de la misma fue funciéon de la razén molar de NIPAAm/
macromonémero dentro del copolimero injertado. Se increment6 el valor de la LCST, y
al mismo tiempo disminuy6 su intensidad, al disminuir la razon molar NIPAAm/MM en
el copolimero. La LCST también disminuyd atin mas en intensidad al aumentar el grado
de polimerizacion del macromondémero. A partir de la temperatura LCST, los copolimeros
injertados con un relativamente alto contenido de MM podrian formar micelas o agregados
moleculares tipo “core-shell” en solucién acuosa, que estarian formados por un nucleo con
segmentos colapsados de poliNIPAAm y una corona formada de cadenas hidrofilicas de
polimetiloxazolina, las cuales impiden parcialmente un colapso intermolecular de estos
agregados.

Palabras clave: Copolimero de injerto, NIPAAm, termosensibilidad, macromonomero,
polioxazolinas.

@ Laboratorio de Polimeros, Seccion Fisica, DGI, Pontificia Universidad Catdlica del Pert, Av. Universitaria 1801,
San Miguel, Lima, Pert, jrueda@pucp.edu.pe
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF NEW
THERMOSENSITIVE GRAFT COPOLYMERS FROM
N-ISOPROPYLACRYLAMIDE AND 2-METHYL-2-OXAZOLINE
MACROMONOMERS

ABSTRACT

New graft copolymers were synthesized from the free radical polymerization of
N-isopropylacrylamide (NIPAAm) and 2-methyl-2-oxazoline (MM) macromonomers
initiated by 2,2'-azobisisobutyronitrile in dimethylformamide. The macromonomers, with
polymerization degrees 31 and 62, were synthesized by ring-opening cationic polymerization
of 2-methyl-2-oxazoline initiated by chloromethylstyrene in the presence of sodium iodide.
The grafted macromonomers and copolymers were characterized by proton nuclear magnetic
resonance spectrometry (‘H-RMN) and the conformational transition temperature was
determined by turbidimetric measurements and 'H-RMN spectroscopy. The NIPAAm / MM
molar ratio in the copolymer, determined by 'H-RMN, was higher than in the feed to the
reactor due to the higher reactivity of the NIPAAm due to its greater diffusivity in the reacting
medium due to its lower molecular weight. The conformational transition temperature (LCST)
of the graft copolymers ranged from 33 to 38 °C and the intensity of the same was a function
of the molar ratio of NIPAAm / macromonomer within the graft copolymer. The value of the
LCST increased, and at the same time its intensity decreased, as the NIPAAm / MM molar
ratio decreased in the copolymer. The LCST also decreased even more in intensity as the
degree of polymerization of the macromonomer increased. From the LCST temperature, the
graft copolymers with a relatively high content of MM could form micelles or molecular
aggregates type "core-shell" in aqueous solution, which would be formed by a core with
collapsed segments of polyNIPAAm and a shell formed of hydrophilic polymethyloxazoline
chains, which partially prevent an intermolecular collapse of these aggregates.

Key words: Graft copolymers, NIPAAm, thermoresponsive, macromonomer, polyoxazolines.

INTRODUCCION

El campo de los “smart” polimeros o polimeros inteligentes ha despertado un gran interés
tecnologico debido a la variedad de aplicaciones en las que se pueden utilizar estos materiales
ya que son capaces de responder de forma reversible a estimulos externos como, por
ejemplo, temperatura, pH, luz, campo magnético y eléctrico.'?. Las principales aplicaciones
de estos polimeros se encuentran en campos como liberacion controlada de medicamentos,
inmovilizacion de proteinas y enzimas, sensores y actuadores, Optica, entre otros>*.

Uno de los mondmeros mas utilizados para fabricar polimeros inteligentes (“smart polymers”)

sensibles a la temperatura es la N-isopropilacrilamida (NIPAAm)*3. Cuando el poliNIPAAm
se disuelve en agua, tiene una temperatura de transicion conformacional (Lower Critical
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Solution Temperature - LCST) de 32 °C, que debido a su cercania a la temperatura del
cuerpo humano, podria utilizarse para elaborar biomateriales inteligentes**. A temperaturas
superiores al LCST, los segmentos poliméricos de poliNIPAAm pasan de ser hidrofilicos
a hidrofobicos y entonces comienzan a interactuar entre si de una manera mas intensa que
con el agua y esto lleva a la precipitacion o dispersion del polimero en el medio acuoso®. La
LCST del poliNIPAAM puede disminuir o aumentar, cuando el NIPAAm es copolimerizado
con comondmeros hidrofobicos o hidrofilicos, respectivamente™’. La LCST también se
puede incrementar adicionando a la solucion acuosa de poliNIPAAm sales inorganicas o
surfactantes. Las propiedades de estos polimeros y su aplicabilidad estan determinadas,
también, por las funciones quimicas del comonémero del NIPAAm y el peso molecular del
polimero’.

La sintesis de copolimeros estadisticos a partir de NIPAAm y acrilato de sodio produce un
aumento del LCST del poliNIPAAm debido a la fuerte polaridad del acrilato de sodio v,
adicionalmente, se obtiene sensibilidad al pH debido a la funcion quimica carboxilato de
este mondmero®’. Sin embargo, una distribucion aleatoria de unidades del acrilato de sodio
dentro de la cadena de poliNIPAAm no permite obtener una fuerte intensidad de la respuesta
térmica ni mantener la temperatura de transicion LCST cercana a la temperatura del cuerpo
humano’. Una posible solucion a este problema podria ser que los grupos acidos no estén
en la cadena principal del PoliNIPAAm sino en cadenas laterales y esto se podria lograr
copolimerizando el NIPAAm con macromondmeros que contengan grupos acidos®’. Los
macromondmeros de poli(2-oxazolina), conteniendo grupos acidos, podrian ser adecuados
para lograr esta separacion de fases y también pueden darles nuevas propiedades a los
copolimeros injertados porque los grupos acido pueden ser modificados posteriormente a
diversas funciones quimicas tales como aminas, tioles” '°.

La sintesis de poli(2-oxazolina) mediante polimerizacion cationica de apertura de anillo
ocurre en una forma “viva”, o sea sin reacciones de interferencia (reacciones de terminacion
o de transferencia de cadena), por lo que el peso molecular y la funcionalidad de estos
polimeros pueden controlarse con gran eficiencia permitiendo, por ejemplo, la introduccion
de grupos vinilo al inicio o al final de la cadena polimérica®"®. Se ha determinado que en
la polimerizacion de este tipo de mondémeros ocurre una transferencia de cadena solo para
razones molares iniciales de mondémero/iniciador mayores a 350'*!4,

Anteriormente, nuestro grupo de investigacion sintetizo copolimeros injertados de NIPAAm
y 2-oxazolinas mediante el método “grafting from”, y se obtuvieron copolimeros con un
valor relativamente alto del grado de polimerizacion de las cadenas laterales'> !5 '8,

En este trabajo se presenta la sintesis, mediante el método del macromonomero, de

copolimeros injertados termosensibles a partir de PNIPAAm y macromondémeros de 2-metil-
2-oxazolina.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y equipos

Se purificé N-isopropilacrilamida (NIPAAm) (Aldrich) mediante su recristalizacion en
etanol absoluto y se seco al vacio. Se sintetizé 2-metil-2-oxazolina (MeOxa) mediante el
método descrito en la literatura'” y se secé mediante destilacion sobre hidruro de calcio.
El clorometilestireno (CMS) (Aldrich, mezcla de isdémeros meta (70 % molar) y para (30
% molar) se purifico mediante destilacion fraccionada antes de su uso. Se recristalizd
2,2'-azobis (isobutironitrilo) (AIBN) en metanol. El éter dietilico, el cloroformo y el metanol
se destilaron antes de su uso. Se utilizd acetonitrilo anhidro (Merck), yoduro de sodio y
nitrogeno, todos de alta pureza y fueron usados tal como recibidos. El poliNIPAAm (Aldrich)
de peso molecular 20000 (Aldrich) se usé como fue recibido. El agua utilizada para todas
las mediciones fue purificada y desionizada en un sistema de purificacion Millipore Milli-Q.
Todos los demas solventes y productos quimicos fueron usados tal como fueron recibidos.

Las mediciones de resonancia magnética nuclear (RMN) fueron llevadas a cabo en un equipo
Bruker Advance II1 500 Spectrometer, operando a 500,13 MHz para 1H. Como solventes
se utilizaron agua y metanol deuterados y como estandar interno se uso el tetrametilsilano
(TMS).

Las mediciones de turbidimetria fueron realizadas en el equipo UV/Vis Thermo Fisher
Scientific Helios Gamma. El bafio termotastizador Fischerbrand Modelo FBH-604 fue usado
para variar la temperatura de la solucion polimérica en los analisis turbidimétricos.

Procedimiento experimental

Sintesis del macromonomero de 2-metil-2-oxazolina (MM)

Los macromonomeros (MM) se sintetizaron mediante la copolimerizacion catidnica por
apertura de anillo de 2-metil-2-oxazolina (MeOXA) iniciada por el clorometilestireno (CMS)
en presencia de yoduro de sodio de acuerdo con el método descrito en la literatura®!!.

Procedimiento (MM-1): En un reactor de 100 mL, se mezclaron, bajo corriente de nitrogeno
seco, 7,19 g (84,4 mmol) de MeOXA, 0,84 g (5,6 mmol) de Nal y 0,43 g (2,81 mmol) de
CMS en 25 ml de acetonitrilo anhidro. Esta mezcla se calentd a 78 °C, bajo atmosfera de
nitrogeno, durante 7 horas. Al final de este periodo se enfrio el sistema y se agregd una
solucion de 0,3 g de hidroxido de potasio en 2 mL de metanol. Posteriormente, la solucion
fue filtrada para eliminar las sales y se obtuvo el polimero mediante precipitacion en éter
dietilico. Se obtuvo 7,34 g de macromonomero MM-1 con un rendimiento del 97 %. El
MM-2 fue sintetizado en forma similar a MM-1 y se us6 2,11 mmol de CMS y 137,2 mmol
de MeOXA en el caso de MM-2.

'"H RMN (CD*0D) & (ppm): 2,0-2,2 (NC(O)CH.), 3,4-3,8 (NCH,CH.), 5,2-5,3 y 5,7-5.9
3 2 2
(=CH), 6,7-6,9 (=CH-), 7,1-7,5 (H

arom) .
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Mediante el analisis cuantitativo del espectro de "H-RMN, se determiné que los grados de
polimerizacion (DP) de MM-1 y MM-2 fueron 31 y 62, respectivamente. Asi, los pesos
moleculares de los macromondémeros MM-1 y MM-2, determinados mediante RMN, fueron
2770 y 5410 g/mol, respectivamente.

Sintesis de copolimeros injertados (CI)

Procedimiento (CI-2): En un balén de 100 ml y con entrada lateral de nitrégeno seco, fueron
disueltos, en 8 ml de dimetilformamida (DMF), 1,03 g de MM-1 (0,37 mmol), 1,26 g de
NIPAAm (11,16 mmol) y 0,048 g de AIBN (0,29 mmol). Se burbuje6 nitrégeno durante 10
minutos en la mezcla de reaccion. El sistema fue cerrado y se calentd a 70 °C durante 24 horas,
bajo agitacion constante. Al término de este periodo, el sistema fue enfriado y adicionado al
sistema de reaccion 20 ml de una mezcla de dioxano y cloroformo (v:v 50/50). Luego el
polimero fue obtenido mediante precipitacion en 400 mL de éter dietilico. Finalmente, el
polimero fue secado y guardado en un desecador. Se obtuvo 1,90 g de polimero injertado
(rendimiento: 82 %). Los demas copolimeros injertados se sintetizaron en forma similar.

El polimero fue caracterizado por 'H-RMN para confirmar su estructura y obtener la relacion
molar de NIPAAm/MM en el mismo.

'H-RMN (CD,0D) & (ppm): 1,15 (CH3, NIPAAm); 1,3-1,9 (CH2CH, NIPAAm, MM-1);
2,0-2,2 (CH,, MM-1); 3,4-3,7 (NCH,CH,, MM-1), 4,0 (CH(CH,),), 6,8-7,3 (NH); 7,5-8,2
(H,).

Determinacion de la temperatura de transicion conformacional (LCST) de los copolimeros
injertados

La determinacion de la temperatura de transicion conformacional (LCST) de los copolimeros
injertados se realizé mediante el método turbidimétrico.

Procedimiento: se pesaron 0,040 g. de polimero injertado y se disolvieron en 4,0 ml de agua
destilada (pH = 5,7), de modo que la concentracion en peso del polimero fuese 1 %. Luego,
se filtro la solucion polimérica y se colocd en una cubeta de un espectrometro UV/Vis.
También, se coloco una termocupla flexible dentro de la cubeta, de tal manera que se pudiera
medir en todo momento la temperatura de la solucién polimérica contenida en la misma. Se
calent6d gradualmente la solucion acuosa y se procedié a medir con el espectrometro UV/
Vis el porcentaje de transmitancia de la solucion acuosa versus la temperatura de la misma
a una longitud de onda de 500 nm. A partir de un cierto valor de temperatura el valor de
transmitancia comenzo a disminuir debido a la precipitacion o dispersion del polimero en la
fase acuosa. Los valores del porcentaje de transmitancia fueron graficados en funcion de la
temperatura y se obtuvo una curva. Se tomo6 como el valor de la temperatura de transicion
(LCST) el punto de inflexion de la curva*’.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de los macromonomeros de poli (2-oxazolina) (MM)

Los macromondémeros (MM) se sintetizaron mediante la polimerizacion catidnica por apertura
de anillo (PCAA) de 2-metil-2-oxazolina (MeOxa) iniciada por el clorometilestireno (CMS)
en acetonitrilo (esquema 1). Se afiadié yoduro de sodio al sistema de polimerizacion para
coiniciar la reaccion mediante el intercambio de halégeno. El grupo vinilo fue introducido
por el iniciador CMS (método del “iniciador”)’. Para evitar la polimerizacion prematura del
grupo vinilo, se utilizd una concentracion relativamente baja de CMS (0,136 M), una baja
temperatura de reaccion de 78 °C y un corto tiempo de reaccion de 7 h’!'. La polimerizacion
se termind con una soluciéon de KOH en metanol introduciendo asi un grupo OH en el final
de cadena. Los rendimientos de las reacciones de sintesis de los macromondémeros fueron
mayores al 94 %. Los detalles experimentales y resultados obtenidos se resumen en la tabla 1.

La polimerizacion PCAA de las 2-oxazolinas ocurre via polimerizacion “viva”, esto quiere
decir que solo ocurren las reacciones de iniciacion y propagacion sin que ocurran reacciones
de interferencia (reaccion de terminacion o de transferencia de cadena). Por esta razon,
es posible sintetizar los macromonémeros MM-1 y MM-2 con grados de polimerizacion
predeterminados (tabla 1).

[\

N\vo

(@ G

CH,CI
Nal, CH3CN, 78°C, 7 h

\\@CHZJF

Il\lCHZCH2+ NQ-//O I+ NaCl
_ n-1 |

lC-o CHs

CH;

N

OH/ MeOQH
CH, TCHQCHqL OH + K
n
7
CHj

Macromonémero (MM)

Esquema 1. Sintesis del macromondmero de 2-metil-2-oxazolina.
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Tabla 1. Sintesis de los macromonomeros. Condiciones de reaccion y resultados.

MM? CMS®  MeOxa® Nal!  MeOXA/CMS® MeOXA/CMSf  Re

(mmol) (mmol) (mmol) (%)
MM-1 2,81 84,44 5,63 30 31 97
MM-2 2,11 137,20 4,22 65 62 95

) Denominacién del macromondmero, ® Clorometilestireno, © 2-Metil-2-oxazolina, 9 Toduro de
sodio, ® Relacion molar inicial de metiloxazolina y clorometilestireno en la alimentacion al reactor
f Relacion molar de metiloxazolina y clorometilestireno en el macromonémero determinada
mediante el espectro 'H-RMN, ® Rendimiento de la polimerizacion, que es igual a la relacion entre
el peso de macromonomero obtenido versus la suma del peso inicial de iniciador (CMS) y
monoémero (MeOxa).

Los macromondmeros fueron solubles en agua, metanol y cloroformo. La estructura
molecular de los macromonémeros (MM) fue confirmada mediante espectroscopia 'H- RMN
(ej. MM-1 en figura 1).

El grado de polimerizacion de los macromondmeros se determino a partir de la comparacion
entre la integral de la sefial del grupo metilo “f” de MeOxa (2,1 ppm) versus las sefales “a,
4, by ¢” del grupo de partida estirilo (figura 1). Los grados de polimerizacion de MM-1 y
MM-2, asi determinados por RMN, fueron de 31 (Mn,,, = 2770) y 62 (Mn,, = 5410) para
MM-1 y MM-2, respectivamente. Estos valores estan en excelente concordancia con los
valores de la razon molar inicial macromonomero/iniciador de 30 y 65 para MM-1 y MM-2,
respectivamente (tabla 1). Este resultado evidencio que ocurrié una polimerizacion de tipo
“viva” de la MeOXA.

o
a e
N >—CH2~[7NCH2CH2—]— OH
b d L1 n
c

c=0
I e f
CHs f

T™MS

e N S
SUTORR R N, W e o \

0 30 20 10 00

5.0 4
(ppm)

Figura 1. Espectro 'H-RMN del macromonémero MM-1 en CD,OD a 25°C. Las sefiales
del espectro han sido asignadas a la estructura del polimero. Las sefales en 3,3 y 4,9 ppm
corresponden a las sefiales del metanol deuterado
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El mecanismo de polimerizacion puede ser descrito de la siguiente manera’: En la reaccion
de iniciacion ocurre un intercambio entre el atomo de cloro del clorometilestireno y el &tomo
de yodo del ioduro de sodio y de esta manera se genera el grupo funcional yoduro de bencilo,
el cual es un grupo mas eficiente que el cloruro de bencilo para iniciar la polimerizacion de
la 2-metil-2-oxazolina debido al mejor desarrollo del carbocation bencilico por la menor
afinidad electrénica del atomo de yodo® . Posteriormente, la molécula de 2-metil-2-oxazolina
ataca nucleofilicamente al carbocation bencilico produciéndose el primer cation oxazolinico.
Luego, este cation oxazolinico es atacado por nuevas moléculas de 2-metil-2-oxazolina
produciéndose, asi, la propagacion de la polimerizacion. Para terminar la reaccion se hace
reaccionar el cation oxazolinico propagante con el hidroxido de potasio y se introduce al final
de la cadena el grupo hidroxilo. De esta forma, se obtiene un macromonémero de 2-metil-2-
oxazolina de relativamente bajo peso molecular, el cual contiene un grupo vinilo al inicio de
la cadena polimérica.

Sintesis de copolimeros injertados mediante el método del macromonomero

Fueron sintetizados nuevos copolimeros injertados mediante la polimerizacion por radicales
libres de N-isopropilacrilamida y los macromondmeros de 2-metil-2-oxazolina (MM-1 y
MM-2) (esquema 2). La polimerizacion fue iniciada por el 2,2 -azoisobutironitrilo y llevada
a cabo a 70 °C en dimetilformamida. Se obtuvieron copolimeros injertados de tipo estadistico
ya que se alimento la mezcla de monomeros al inicio de la reaccion. El rendimiento de la
polimerizacion estuvo entre 48 y 94 %. En la tabla 2 se muestran los detalles experimentales
y resultados obtenidos.

La estructura quimica de los copolimeros fue confirmada por sus espectros 'H-RMN
(ejemplo CI-2 en figura 2). El contenido relativo de los comondmeros en el copolimero fue
determinado a partir del analisis cuantitativo del espectro |H-RMN mediante la comparacion
de la integral de la sefial “i” del metino (CH) del grupo isopropilo del NIPAAm y de la senal
“h” de los grupos metilenos (NCH,CH,) del macromonémero.
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CH, =CH +  CH,=CH
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| CH2~K~ NCH,CH, + OH
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CH; CHs |
CHs

DMF, N, | ABN
70°C

Al~CH2—(|:H— —CHQ—CH+
|

CH; CHs |

Esquema 2. Sintesis de los copolimeros injertados a partir de NIPAAm y macromondmero de
2-metil-2-oxazolina.

Se determind que la relacion molar NIPAAm/MM en el copolimero fue, en todos los
casos, mayor a la relacion molar inicial de estos comondmeros y fue aiin mayor en el caso
de MM-2 (tabla 2). Esto indica que el NIPAAm se incorpor6é en mayor cantidad que los
macromonémeros (MM-1 o MM-2) en el copolimero. Este resultado era esperado ya que
el mondémero NIPAAm, por ser una molécula de bajo peso molecular, tiene una mayor
velocidad de difusion que el macromondémero, que es un polimero, y por esta razon el
NIPAAm puede reaccionar mas facilmente con la especie propagante radicalaria y se
incorporaria en mayor cantidad en el copolimero. En la literatura no existen valores para las
razones de reactividad de este nuevo sistema de copolimerizacion pero en un sistema similar
que consiste de estireno (M1) y N,N-dietilacrilamida (M,), los valores de reactividad son rl
= 1,23 y r, = 0,39, respectivamente'® "°. Llevando estos datos al presente caso, eso indicaria
que el grupo estirilo del macromondémero tendria una mayor reactividad que el NIPAAm
y asi, por este factor, se favoreceria una mayor incorporaciéon de MM en el copolimero en
el inicio de la polimerizacion. Sin embargo, debido a la baja difusibilidad del MM, por su
peso molecular relativamente alto en comparacion al NIPAAm, al final se incorporaria de
preferencia el NIPAA en el copolimero, debido a su bajo peso molecular y por consiguiente
mayor difusibilidad en el medio reaccionante. Este ultimo factor es lo que al final predomina
en la copolimerizacion.
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El peso molecular de los copolimeros injertados y macromonoémeros no fue determinada
por cromatografia de permeacion en gel (GPC) debido a que, generalmente, con polimeros
anfifilicos, como es este caso, ya fue demostrado en la literatura que se producen resultados
inesperados, por ejemplo, se obtiene un muy bajo peso molecular y una muy ancha distribucion
del peso molecular' ', Esto ocurre, probablemente, debido a que, por su caracter anfifilico
(conteniendo simultaneamente dentro de su estructura partes hidrofobicas e hidrofilicas),
estos polimeros tienden a adherirse a las columnas cromatograficas y estos polimeros también
pueden formar micelas o agregados moleculares en la mezcla de solventes del GPC (ejemplo:
dimetilformamida /agua/LiCl)'% 2.

Tabla 2. Sintesis de los copolimeros injertados. Condiciones de reaccion y resultados.

CP MMP NIPAAm® MM AIBN® RI1f R2¢ LCSTH

(mmol) (mmol)  (mmol) °O)
Cl-1  MM-1 2,78 0,19 0,07 15 17 37,5
Cl-2 MM-1 11,16 0,37 0,29 30 35 35
CI-3 MM-1 11,16 0,19 0,29 61 70 34
Cl-4 MM-1 15,91 0,19 0,40 84 100 33
CI-5 MM-2 0,37 4,42 0,12 12 16 38
Cl-6 MM-2 8,59 0,29 0,22 30 50 35
Cl-7  MM-2 11,45 0,19 0,29 60 87 34
ClI-8 MM-2 11,45 0,10 0,29 120 D 33,5

¥ Denominacién del copolimero injertado, ® Macromonémero, © N-isopropilacrilamida, ¢

Macromonémero MM, © 2,2’-Azoisobutironitrilo,  R1 = Relacion molar de NIPAAm/MM en la
alimentacion al reactor, ® R2 = Relacién molar final de NIPAAm/MM en el copolimero injertado
fue determinada mediante el analisis cuantitativo del espectro 'H-RMN, ® Temperatura de
transicion conformacional (LCST) del copolimero injertado, ? No fue determinado, ? Los
rendimientos de la sintesis de copolimeros injertados fueron de 67, 82, 52, 48, 62, 94, 78, y 69
para CI-1, CI-2, hasta CI-8, respectivamente.

Determinacion de la temperatura de transicion de los copolimeros injertados

Los copolimeros injertados también fueron caracterizados por su temperatura de
transicion conformacional (LCST), la cual fue determinada por el método turbidimétrico
(espectrometro UV/Vis) y espectros 'H-RMN. El método turbidimétrico consistidé en la
medicion del porcentaje de transmitancia de soluciones acuosas de copolimero injertado
versus la temperatura. El polimero con una sensibilidad térmica precipita a una determinada
temperatura y entonces el porcentaje de transmitancia disminuye.
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En estas mediciones se us6 como elemento de comparacion el poliNIPAAm comercial
(Aldrich, peso molecular Mn = 20000). El poliNIPAAm “puro” tuvo una transicion
conformacional aproximadamente a los 31,5 °C (Lit. 32 °C4), en la que cambi¢ drasticamente
su caracteristica pasando de ser hidrofilico a hidrofébico y ocurri6 una repentina dispersion
del polimero en el agua de tal manera que se interrumpio el paso de la luz y la transmitancia
cay0 hasta un valor de cero*’ (figuras 3 y 4).

+ CHZ‘g-(liH —— CHZECH ﬂ»

C=Y Harom
NH CH2+N*CH2‘CH2 OH ” R
CH i 2 0

CHy CH, SHy h

e e f

T™S

Hoon | " V\/\\J

T T T T T T

20 30 20 10 oo

5.0
(ppm)

Figura 2. Espectro 'H-RMN del copolimero injertado CI-2 en metanol deuterado a 25 °C. Las
sefiales del espectro han sido asignadas a la estructura del polimero. Las sefiales en 3, y 4,9 ppm
corresponden a las sefales del metanol deuterado.

Respecto a los copolimeros injertados, se observo que la inclusion de los segmentos
hidrofilicos de los macromonomeros incrementaron el valor de la LCST y este incremento
fue mayor a mayor cantidad de macromonémero y también se determind que al aumentar
el contenido de MM en el copolimero injertado disminuyd la intensidad de la transicion
conformacional (los valores de transmitancia no llegaron a valores cercanos a cero) y esta
disminucion de la intensidad de la transicion conformacional fue mas acentuada cuando
el peso molecular del macromonémero fue mayor (comparar, por ejemplo, CI-5 (MM-
2) vs CI-1 (MM-1)). Estos resultados experimentales se podrian explicar de la siguiente
manera (Zschoche y Rueda's ' 1%): los segmentos hidrofilicos de polimetiloxazolina del
macromondmero producen una mayor hidrofilicidad que los segmentos de poliNIPAAm en
la cadena principal y, por consiguiente, un corrimiento de la LCST hacia temperaturas mas
altas. A partir del LCST, los copolimeros con un contenido de poliMeOxa relativamente alto
podrian formar micelas o agregados moleculares del tipo “core-shell”, las cuales contendrian
un nucleo hidrofébico de poliNIPA colapsado y en el exterior de este nucleo estarian las
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cadenas laterales hidrofilicas de poliMeOxa, solvatadas por las moléculas de agua'® '®
(esquema 3). Este fenomeno estabilizaria las micelas y parcialmente impediria que ocurra el
colapso intermolecular entre las diferentes particulas poliméricas.

En el caso de los macromonomeros MM-1 y MM-2, también se les sometio a las mismas
mediciones que los copolimeros injertados, pero no se observd ninguna dispersion del
polimero ya que estos polimeros no son sensibles a la temperatura (figuras 3 y 4).

En el caso de los copolimeros injertados CI-1 y CI-5, también se determiné la temperatura de
transicion conformacional (LCST) mediante los espectros "H-RMN. Se obtuvo los espectros
"H-RMN de cada copolimero injertado a temperaturas crecientes y se pudo observar que, a
una determinada temperatura, ocurrié un decrecimiento de la intensidad de las sefiales que
corresponden a las unidades de NIPAAm contenidas en la cadena principal del copolimero
injertado (figura 5). Por ejemplo, la sefial ubicada entre 1,0 y 1,3 ppm perteneciente a los dos
grupos metilo del NIPA Am no sufrio cambios desde los 25 hasta los 35 °C, aproximadamente.
Sin embargo, a partir de esta ultima temperatura ocurrié una disminucion de la intensidad de
esta sefial, la cual decreci6 paulatinamente hasta aproximadamente los 60 °C y se estabilizo.
Al ocurrir el LCST, los segmentos de poliNIPA contenidos en la cadena principal se
aglomeran, colapsan, y son solo parcialmente solvatados por las moléculas de agua, entonces
disminuye fuertemente su movilidad, se comportan parcialmente como solidos, tienen un
alto tiempo de relajacion en el RMN y entonces son detectados con menos intensidad en
el espectro 1H-RMN. La senal del metilo (“e”) no desaparece totalmente, probablemente
debido a que las cadenas laterales de poliMeOXA, fuertemente hidrofilicas, permiten, por su
cercania a las cadenas de poliNIPAAm, una solvatacion parcial de estas por las moléculas de
agua deuteradas y, por consiguiente, existe todavia una movilidad parcial.

100 . - e N o |
—&—Cl-1
%0 | —4—CI2
——ClI-3
60 ——Cl-4
L —e—PNIPAAM
1 MM-1
20 -
0 , — 2 ° .
20 25 30 35 40 45 50
T (°C)

Figura 3. Determinacion del LCST de los copolimeros injertados CI-1 - CI-4 mediante el método
turbidimétrico. Los valores de LCST fueron 37,5, 35, 34, 33 y 31,5 para CI-1, CI-2, CI-3, CI-4, y
PoliNIPA Am, respectivamente. (Grafica del porcentaje de transmision (%T) vs temperatura (°C), 500
nm, 1 % en peso de solucion polimérica). PoliNIPAAm (Mn = 20000).
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Por el contrario, las sefiales correspondientes a las cadenas de poli(2-metil-2-oxazolina) si
son detectadas hasta, relativamente, altas temperaturas como, por ejemplo, 75 °C (figura 5,
sefales “f” y “h”) debido a que éstas, por su hidrofilicidad, si son bien solvatadas por las
moléculas de agua, aun a temperaturas encima de los 35 °C y entonces tienen movilidad y
aparecen en el espectro RMN.

100 i - B S N e T o |
—&—CI-1
80 - —4—Cl-2
—e—CI-3
L 60 - —4—Cl-4
) —o— PNIPAAM
40 - MM-1
20 -
0 T r @ r ° .
20 25 30 35 40 45 50
T (°C)

Figura 4. Determinacion del LCST de los copolimeros injertados CI-5, CI-6, CI-7, y CI-8 mediante el
método turbidimétrico. Los valores de LCST fueron 38, 35, 34, 33,5 y 31,5 para CI-5, CI-6, CI-7, CI-
8, y PoliNIPAAm, respectivamente (grafica del porcentaje de transmision (%T) vs temperatura (°C),
500 nm, 1 % en peso de solucion polimérica). PoliNIPAAm (Mn = 20000).
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Esquema 3. Modificacion conformacional de los copolimeros injertados que contienen una

cantidad relativamente alta de cadenas laterales de poliMeOxa (CI-1, CI-2, CI-5, CI-6) respecto
a la cadena principal de NIPAAm.

Este comportamiento obtenido en el espectro RMN corrobora los resultados encontrados con
el método turbidimétrico y se pueden explicar, como fue mencionado lineas arriba, por la
formacion de micelas o agregados moleculares a temperaturas mayores a 35 °C (esquema 3).

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021



176 Ana Maria Paola Palacios, Juan Carlos Rueda

(a)

(CHp3)
( NIPAAM)

( b) (NCH:CH>)
MeOXA |

(CHy
( NIPAAm)

IS
b;’j::::: [ \)}’&_{:’;{\ ‘é‘gg@b‘\‘w' 60 T(°C

50

i A S
. e — & P LCST=45°C
Pt ===

T 25

4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 5. Espectro 'H-RMN del copolimero injertado CI-2 en metanol deuterado a 25 °C. Las
sefiales del espectro han sido asignadas a la estructura del polimero. Las sefiales en 3, y 4,9 ppm
corresponden a las sefnales del metanol deuterado.

La corona hidrofilica de poliMeOxa, solvatada por las moléculas de agua, estabiliza y separa

unas micelas de otras y esto impide, por lo menos parcialmente, un colapso intermolecular de
los polimeros, pero si ocurre el colapso intramolecular.

Para hallar el valor de la temperatura de transicion conformacional se grafico la intensidad de
la sefial del grupo metilo del NIPAAm versus la temperatura y se obtuvo una curva y se tomo
el LCST como el punto de inflexion de la misma (Figura 6, ¢j. CI-1) Se obtuvo los valores
aproximados de LCST de 43 °C y 45 °C para CI-1 y CI-5, respectivamente. Estos valores son
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mayores a los obtenidos via el método turbidimétrico, que son 37,5 y 38 °C para CI-1 y CI-
5, respectivamente. Esta diferencia puede deberse a que, en el método RMN, la medicion se
hizo mas rapido que en el método turbidimétrico y entonces el polimero no consiguio llegar
a su equilibrio total en cada temperatura.
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Figura 6. Determinacion del LCST del copolimero CI-1 mediante lH-RMN. Grafica de la
intensidad de la sefial RMN del grupo metilo del NIPAAm en funcién de la temperatura.

CONCLUSIONES

Fueron sintetizados nuevos copolimeros injertados mediante la polimerizacion por
radicales libres de N-isopropilacrilamida (NIPAAm) y macromondémeros de 2-metil-2-
oxazolina (MM) iniciada por el 2,2"-azobisisobutironitrilo a 70 °C en dimetilformamida.
Los macromondmeros fueron sintetizados mediante la polimerizacion catiénica por apertura
de anillo de 2-metil-2-oxazolina iniciada por el clorometilestireno en presencia de ioduro
de sodio a 78 °C en acetonitrilo. Los copolimeros injertados mostraron una transiciéon
conformacional (LCST) a una determinada temperatura, la cual fue en funcion del grado
de polimerizacion del macromondmero y de la variacion de la razén molar de NIPAAm/
macromonémero dentro del copolimero injertado. La temperatura de transicion LCST
se incremento6 con la disminucion de la razon molar NIPAAm/MM en el copolimero y la
transicién conformacional perdi6 intensidad al aumentar el porcentaje molar de MM en el
copolimero injertado y al aumentar el grado de polimerizacion del macromonomero. A partir
de la temperatura LCST, los copolimeros injertados con un relativamente alto contenido de
MM podrian formar micelas o agregados moleculares tipo “core-shell” en solucion acuosa
que estarian formados por un nucleo hidrofobico de poliNIPAAm colapsado y una corona
formada de cadenas hidrofilicas de polimetiloxazolina solvatadas por las moléculas de agua
que impedirian parcialmente un colapso intermolecular de estos agregados.
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VALIDACION DE UN METODO POR CROMATOGRAFiIA
LiQUIDA DE ALTA RESOLUCION PARA LA CUANTIFICACION
DE SENOSIDOS EN TABLETAS DE CHOCOLATE

Jhonnel Samaniego™, Jenny Huerta?, Miguel Inocente?, Juan Obregdn®, Maricela Lopez®

RESUMEN

La industria farmacéutica, para el desarrollo de un nuevo producto, necesita utilizar un
método analitico que permita cuantificar, de forma rapida y confiable, el principio activo.
En la validacién, se determina si el método es fiable y reproducible, por ello, en el presente
trabajo, se valida un método para cuantificar sendsidos en tabletas por cromatografia liquida
de alta resolucion, el tipo de investigacion fue descriptivo con muestreo aleatorio simple.
Las condiciones cromatograficas empleadas son: columna L11 (Phenyl) 15 cm x 4,6 mm x
5 um, temperatura del horno a 40 °C, longitud de onda a 274 nm, fase movil con gradiente
de flujo que oscila entre 0,4 y 1,5 mL/minuto y de solvente, compuesta por buffer fosfato
pH 3,5 y Acetonitrilo, volumen de inyeccion 40 pL. Los parametros de validacion evaluados
confirmaron la especificidad, la linealidad a concentraciones de 0,07; 0,11; 0,15; 0,19 y 0,23
mg/mL con un coeficiente de correlacion de 0,9996, la precision con coeficiente de variacion
menor a 2 %, la exactitud del 98,6 % y la robustez después de 24 horas con C.V. (%) <2 %.
Se determina que el método propuesto es apto para la cuantificacion de sendsidos en tabletas
de chocolate.

Palabras clave: validacion; cromatografia liquida de alta resolucion; senodsidos.

VALIDATION OF A METHOD BY HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY FOR THE QUANTIFICATION OF
SENNOSIDES IN CHOCOLATE BARS

ABSTRACT

To develop a new product pharmaceutical industries, use analytical methods to quantify

the active principle fast and reliable. The validation was determined if the method is reliable
and reproducible, for this reason the present work validated an analytical method by high
resolution liquid chromatography to quantify sennosides in chocolate bars, the type of
research was descriptive with simple random sampling. The chromatographic conditions

* Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Maria Auxiliadora, Av. Canto Bello 431, San Juan de Lurigancho,
Lima 15408, Pert. jhonnel.samaniego@uma.edu.pe
b Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga, Ayacucho, Pert.
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were: column L11 (Phenyl) 15 cm x 4.6 mm x 5 pum, oven temperature at 40 °C, wavelength
at 274 nm, mobile phase with a flow gradient ranging from 0.4 to 1, 5 mL / minute and
solvent, composed to phosphate buffer pH 3.5 and Acetonitrile, injection volume 40 pL. The
evaluated validation parameters confirmed specificity, linearity to concentrations of 0.07;
0.11; 0.15; 0.19 and 0.23 mg / mL with a correlation coefficient of 0.9996, precision with
a coefficient of variation less than 2 %, accuracy of 98.6 % and robustness after 24 hours
with C.V. (%) < 2 %. The proposed method that the proposed method is suitable for the
quantification of sennosides in chocolate bars.

Key words: validation; high performance liquid chromatography; sennosides.

INTRODUCCION

En el desarrollo de un producto farmacéutico es necesario utilizar un método analitico
especifico que permita cuantificar el principio activo en una formulacidn, y para asegurar
su confiabilidad es necesario validarlo'**. Esta validacion consiste en determinar diversos
parametros, que van a depender de la categoria a la que pertenezcan 4,5. Diversos organismos
reguladores como la Food and Drug Administration (FDA), Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS);
asi como las referencias The United States Pharmacopeia (USP), International Conference
on Harmonisation (ICH) y Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI),
exigen y recomiendan la validacion como requisito imprescindible para el cumplimiento
de la Buenas Practicas de Laboratorio (BPL)4. La cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) posee diversas aplicaciones y, por ser una técnica automatizada, permite analizar de
forma rapida y eficiente la separacion, cuantificacion y deteccion de las muestras por medio
de la identificacién de picos en los cromatogramas, que se pueden optimizar mediante el
ajuste de multiples variables en el método (pH de la fase movil, concentracion del buffer,
flujo, temperatura de la columna, longitud de onda del detector, etc.)®”#%1% 11 Al obtener un
método rapido y confiable, puede ser aplicado en uso rutinario en el analisis de control de
calidad y determinacion de la estabilidad del medicamento!>!3!41316 T as plantas medicinales,
y su uso en salud complementaria, son tan antiguas como la aparicion de la especie humana,
siendo parte de las practicas de atencidon familiar y comunitaria. En la actualidad, se esta
volviendo a utilizar las plantas medicinales en la salud y cabe resaltar que los sendsidos son
un laxante natural de origen vegetal para el tratamiento de la constipacion leve provocada
por malos héabitos alimentarios, falta de ejercicio ¢ inadecuada ingesta de fibra natural'’-'819,

En la presente investigacion se tiene como objetivo validar un método analitico por
cromatografia liquida de alta resolucion para la cuantificacion de senodsidos en tabletas v,
para ello, establecer parametros de validacion que permitan tener la confiabilidad para el uso
rutinario en la determinacion de calidad de medicamentos.
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PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos: Se utilizo potasio dihidrogenofosfato de Merck (Darmstadt, Alemania), acido
orto-fosforico 85 % de Merck (Darmstadt, Alemania) y acetonitrilo de Merck (Darmstadt,
Alemania).

Condiciones cromatograficas: Como fase movil, se utilizaron dos soluciones: Solucion
A (Buffer fosfato pH 3,5) disolviendo 6,8 g de potasio dihidrogenofosfato, por cada 1000
mL de agua purificada, se ajustd a pH 3,5 con acido orto-fosforico 85 % y la Solucioén B:
acetonitrilo. La columna cromatografica utilizada fue L11 Fenilo de 150 mm x 4,6 mm x 5
um, el detector UV a 274 nm, la temperatura del horno a 40 °C, el volumen de inyeccion de
40 pL, la velocidad de flujo de 0,4 mL/minuto, el tiempo de retencion del pico principal es
de 15,0 minutos y el tiempo de cada corrida es de 50 minutos.

Tabla 1. Elucion en gradiente de la fase movil de solucion A y solucion B.

Tiempo Soluciéon  Solucién Flujo
A B
0,0 92,0 8,0 0,4 mL/min.
5,0 92,0 8,0 0,4 mL/min.
15,0 92,0 8,0 0,4 mL/min.
22,0 92,0 8,0 0,4 mL/min.
23,0 92,0 8,0 1,0 mL/min.
24,0 92,0 8,0 1,5 mL/min.
33,0 92,0 8,0 1,5 mL/min.
34,0 92,0 8,0 1,0 mL/min.
35,0 92,0 8,0 0,4 mL/min.
50,0 92,0 8,0 0,4 mL/min.

Preparacion de estandar: Se utilizo un estandar de referencia de sendsidos en solucion
buffer pH 3,5 a una concentracion aproximada de 0,15 mg/mL que luego se filtrd por una
membrana de 0,45 pm.

Preparacion de la muestra: Se refrigeraron las tabletas de chocolate por 1 hora para luego
fraccionarlas, se pesé una cantidad de muestra equivalente a 15 mg de sendsidos en un matraz
volumétrico y se le agregd 25 mL de éter de petroleo, luego se llevo a calentar en bafio maria
de 50 °C, hasta completa dispersion. Se adiciond 100 mL de solucion buffer fosfato pH 3,5;
se calentd en bafio maria a 50 °C y se agité de manera intermitente durante 30 minutos, se
filtr6 de inmediato, a través de papel Whatman, (40) se dejo enfriar la solucion y luego se
filtré por membrana de 0,45 pm, obteniendo una concentracion aproximada de 0,15 mg/mL
de senosidos.
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Determinacion de algunos parametros de validacién

Especificidad: Para la determinacion de posibles interferencias, se analizo el placebo con
el principio activo al 100 % y se determino el grado de interferencia con respecto al analisis
del principio activo, con y sin placebo, debiendo obtener resultados + 2 % del tedrico. En la
determinacion de interferencias de productos de degradacion, se expusieron tanto placebo
muestra y principio activo a diferentes tipos de estrés como luz UV, calor a 80 °C por 24
horas, hidrolisis acida por 2 horas a 80 °C, hidroélisis alcalina por 2 horas a 80 °C, oxidacion
con peroxido al 30 % por 2 horas.

Linealidad e intervalo: Para evaluar la linealidad del sistema se prepararon 5 concentraciones
en el rango de 50 %, 75 %, 100 %, 125 % y 150 %. En la linealidad del método se prepararon
soluciones de placebo enriquecida con principio activo en tres niveles 75 %, 100 % y 125 % 3.

Exactitud: Para evaluar este parametro se utilizaron las mismas muestras de la linealidad
del método’.

Precision: Para la repetibilidad se analizaron 6 muestras independientes. En la precision
intermedia, un segundo analista lo evalué usando el mismo método analitico en diferentes
equipos cromatograficos.

Robustez: Para ello se considero tres muestras del analisis de repetibilidad como analisis
inicial y ellas permanecieron 24 horas a temperatura ambiente y luego se volvié a analizar
con un estandar recientemente preparado.

RESULTADOS Y DISCUSION
En la prueba de especificidad se evalud las posibles interferencias originadas en la muestra,

debido al estrés forzado sometido por fotolisis y termolisis, encontrandose los siguientes
resultados, segun tabla 2.
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Tabla 2. Especificidad de posibles interferentes en senosidos en tabletas de chocolate.

Sendsidos
. . Promedio
Especificidad Muestra Peso Afiadido  Hallado %
hallado
(mg) (mg) (mg) Recuperacion
(mg)
Pbl 0,00 0,00 0,00 0,00
Placebo 0,00
o Pb2 0,00 0,00 0,00 0,00
Determinacion
. o 15,79
de posibles Principio Ml 25,75 15,89 15.75 15,77
interferentes activo + 15.19 98,74%
placebo M2 25,08 15,47 15,20
15,21
0,00
Pbl 0,00 0,00 0,0
0,00
Placebo 0,00
0,00
Pb2 0,00 0,00 0,00
0,00
15,62
o PA 1 25,01 15,43 15,64
- Principio 15,65
Fotdlisis . 100,01
activo 15,58
PA2 25,40 15,67 15,58
15,58
o 15,52
Principio M1 25,50 15,73 15,50
. 15,48
activo + 97,90
15,07
Placebo M2 25,13 15,51 15,09
15,10
0,00
Pbl 0,00 0,00 0,00
0,00
Placebo 0,00
0,00
Pb2 0,00 0,00 0,00
0,00
15,62
o PAI 25,07 15,47 15,62
o Principio 15,62
Termolisis . 100,00
activo 15,40
PA2 25,15 15,52 15,39
15,38
N 15,43
Principio M1 25,34 15,63 15,46
. 15,48
activo + 99,07
15,36
Placebo M2 25,05 15,46 15,35
15,33

Pb: placebo PA: principio activo M: muestra

En la tabla 3, se muestran los resultados del ensayo de Especificidad en Sendsidos tabletas de
chocolate sometidas a estrés forzado por hidrolisis acida, hidrolisis alcalina y estrés oxidativo.
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Tabla 3. Especificidad de hidrélisis acida, alcalina y oxidativa.

Sendsidos
Especificidad Muestra Afiadido | Hallado | Promedio %
Peso (mg) 5
(mg) (mg) |hallado (mg)| Recuperacion
Pbl 0,00 0,00 0,00 0,00
Placebo 0,00
Pb2 0,00 0,00 0,00 0,00
11,63
o PAL 25,84 15,94 11,62
Principio 11,61
. 71,97
. activo 10,92
Hidrolisis acida PA2 24,92 15,38 10,92
10,91
L 11,55
Principio Ml 25,01 15,43 145 11,50
activo + 75,02
11,99
placebo M2 25,74 15,88 11,99
11,98
0,00
Pbl 0,00 0,00 0,0
0,00
Placebo 0,00
0,00
Pb2 0,00 0,00 0,00
0,00
13,02
o o PA 1 25,08 15,47 13,00
Hidrolisis Principio 12,98
. . 83,74
alcalina activo 12,90
PA2 25,05 15,46 12,90
12,89
13,23
Principio Ml 25,03 15,44 31 13,22
activo + 84,70
12,94
Placebo M2 25,03 15,44 12,97
12,99
0,00
Pbl 0,00 0,00 0,00
0,00
Placebo 0,00
0,00
Pb2 0,00 0,00 0,00
0,00
11,37
o PAl 25,15 15,52 11,34
., Principio 11,31
Oxidacion i 72,37
activo 11,15
PA2 25,23 15,57 11,16
11,16
L 7,03
Principio Ml 25,16 15,52 01 7,02
activo + 45,25
7,24
Placebo M2 25,45 15,70 7,12
6,99

Pb: placebo  PA: principio activo M: muestra
En la figura 1, se reflejan los resultados obtenidos al evaluar el parametro de Linealidad del

sistema tomando las 5 concentraciones, con el siguiente resultado aplicando la ecuacion de la
recta para la verificacion de la confiabilidad del sistema.
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
800
®
600 >
-
y =3130,6x + 1,8289
400 Py R2=0,999]
200
0 T T T T )
nnn 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Concentracion (me/mT )

Figura 1. Area versus concentracion de linealidad del sistema de sendsidos
en tabletas de chocolate.

En la figura 2, se esquematiza los resultados obtenidos al evaluar el parametro de Linealidad
del método tomando las 3 concentraciones como réplicas de la muestra y preparadas por
duplicado, en cada una de ellas, con el siguiente resultado, aplicando la ecuacion de la recta
para la verificacion de la confiabilidad del método.

LINEALIDAD DE METODO
400
’
300 &
y = 1884,9x - 0,1833
R2=0,9995

200 —
100

0 . . . . ,

nnn 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Concentracion (me/ml.)

Figura 1. Area versus concentracion de linealidad del método de sendsidos en
tabletas de chocolate.
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En la tabla 4, se muestran los resultados de la evaluacion del parametro de Exactitud del
método, para lo que se prepararon 3 concentraciones en el rango de trabajo establecido y
luego de ello se analizaron los porcentajes de recuperacion obtenidos para demostrar de esta
forma si el método cumple con los criterios para demostrar su exactitud.

Tabla 4. Exactitud (recuperacion) de senosidos en tabletas de chocolate.

Promedio
., Senosidos Senosidos senosidos o
Concentracion Muestras gisgo) aiadido hallado hallado Recupozracmn
(mg) (mg) (mg)

M1 18,72 11,55 11,44 11,44 99,00
11,43

75 % M2 18,13 11,19 10,95 11,00 98,29
11,04

M3 18,23 11,25 11,06 11,04 98,17
11,03

Ml 25,01 15,43 15,21 15,25 98,82
15,29

100 % M2 25,05 15,46 15,33 15,34 99,24
15,35

M3 25,34 15,63 15,36 15,36 98,24
15,35

Ml 31,51 19,44 19,31 19,31 99,30
19,30

125 % M2 31,37 19,36 19,02 19,02 98,26
19,02

M3 31,28 19,30 18,94 18,93 98,10
18,93

Promedio: 98,60 %
Desviacion estandar relativa: 0,0049
Coeficiente de variacion (%): 0,49 %

En la tabla 5, se muestran los resultados de la evaluacion del parametro Precision del método
y para ello se realizaron los ensayos de repetibilidad de los resultados del analisis en las
mismas condiciones de seis muestras y la precision intermedia utilizando el mismo método
realizado por diferentes analistas calificados.
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Tabla 5. Precision: repetibilidad y precision intermedia entre el analista uno y dos de

senodsidos en tabletas de chocolate.

Analista 1 Analista 2
Promedio Promedio
Sendsidos Sendsidos
Muestras sendsidos % senosidos %
mg/tab mg/tab
mg/tab mg/tab
15,48 15,89
Ml 15,49 103,3 15,88 105,9
15,50 15,86
M2 15,36 15,63
15,34 102,3 15,61 104,0
15,33 15,59
15,30 15,46
M3 15,30 102,0 15,48 103,2
15,30 15,50
15,61 15,57
M4 15,60 104,0 15,67 104,5
15,59 15,77
15,58 15,58
M5 15,58 103,9 15,51 103,4
15,58 15,44
M6 15,38 15,73
15,38 102,5 15,70 104,6
15,38 15,67
Promedio:  103,0 % Promedio:  104,3 %
RSD:  0,0082 RSD:  0,0093
CV.(%): 0,82% C.V. (%) 0,93
Promedio analista 1 y2: 103,6 %
RSD del analista 1 y analista 2:  0,0106
C.V. (%) del analista 1 y analista 2: 1,06 %

C.V.: coeficiente de variacion RSD.: desviacion estandar relativa M: muestra

En la tabla 6, se muestran los resultados del parametro de Robustez del método, evaluando
una misma muestra en condiciones de almacenamiento de refrigeracion después de 24 horas,
analizados frente a estandares recientemente preparados en las mismas condiciones y asi
determinar si el método cumple con el parametro requerido.
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Tabla6. Robustez entre analisis inicial y final de sendsidos en tabletas de chocolate.

Final
Inicio (después de 24 horas refrigerado)
Muestra Promedio Sendsi P di
- endsidos romedio i i
Senésidos  gengsidos 7 (YO) mg/tab. senosidos 70 (VD) Dllf:r-en(c)lla
mg/tab. mg/tab. mg/tab. yi-y
15,48 15,51
Ml 15,49 103,29 15,50 103,36 0,07
15,50 15,50
15,36 15,32
M2 15,34 102,29 15,34 102,25 0,05
15,33 15,35
15,30 15,35
M3 ’ 15,30 101,99 ’ 15,33 102,21 0,23
15,30 15,31
Promedio 15,38 102,52 Promedio 15,39 102,61
RSD 0,0066 0,0066 RSD 0,0064 0,0064

C.V. (%) 0,66 % 0,66 %  C.V.(%) 0,64 % 0,64 %
Promedio de inicio y final (después de 24 horas refrigerado): 102,56 %

RSD de inicio y final (después de 24 horas refrigerado): 0,0058
C.V. (%) de inicio y final (después de 24 horas refrigerado): 0,58 %

Diferencia del promedio de inicio y final (después de 24 horas refrigerado): 0.08

C.V.: coeficiente de variacion RSD.: desviacion estandar relativa M: muestra

Referente a la linealidad, debe existir una relacion lineal entre la sefial analitica (y) y la
concentracion (x); en la figura 1 y figura 2, se grafican las curvas de calibracion (relacion de
areas versus concentracion) para el sistema y para el método, en las que se puede apreciar
la ecuacion de la recta: para linealidad del sistema y = 3130,6x + 1,8289 y para linealidad
del método y = 1884,9x — 0,1833. De acuerdo a la AEFI, el valor para coeficiente de
correlacion es recomendable que sea mayor que 0,999 y para Gary'?, el valor de coeficiente
de determinacion debe ser mayor que 0,998; lo cual indica un ajuste aceptable de los datos
a la linea de regresion, en estas condiciones los resultados para linealidad del sistema r =
0,9996 y r2=0,9991 y para linealidad del método »=0,9997 y 2 = 0,9995, con estos valores
se puede decir que existe un alto grado de relacion entre la variable x (concentracion) y la
variable y (area).

En la tabla 4, se muestra que el porcentaje de recuperacion del parametro de exactitud, que
es de 98,60 %, presenta un Coeficiente de Variacion de 0,49 %, siendo estos resultados lo
recomendado por AEFI5, donde los criterios de aceptacion para la recuperacion deben estar
entre los valores 98,0-102,0 % y con un coeficiente de variacion recomendado por USP 42-
NF 3715 que debe ser menores a 2 %.
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Para el analisis del parametro de robustez, se evalu6 la estabilidad de la muestra en una
condicion, muestras después de 24 horas en refrigeracion, donde se observé que las muestras
no sufren cambios con el método analitico y no afectan la reproducibilidad de los resultados,
siendo el porcentaje de Coeficiente de Variacion C.V. (%) de 0,58 %.

CONCLUSIONES

Se logroé validar un método analitico para cuantificar senodsidos en tabletas de chocolate por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con una buena separacion, una pureza de
pico cromatografico de 99,99 % para el pico del estandar y 99,94 % para el pico de la muestra,
para lo cual se utiliz6 una columna cromatografica de L11 (fenilo), 150 mm x 4,6 mm x 5 pm.
Se establecio un tiempo de retencion de 15 minutos, aproximadamente, para el pico principal,
a una longitud de onda de 274 nm, y con un volumen de inyeccion de 40 uL. La gradiente
de flujo establecida oscila entre 0,4 a 1,5 mL/min. Se establecieron parametros de validacion
de un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), demostrando
que es especifico, después de determinar las interferencias una vez sometida a estrés. Es
lineal en concentraciones de 0,07; 0,11; 0,15; 0,19 y 0,23 mg/mL, con un coeficiente de
correlacion de 0,9996. La precision se determind con una repetibilidad y precision intermedia
que tiene un Coeficiente de Variacion (C.V.) menor al 2 %. La exactitud mostrd un porcentaje
de recuperacion de 98,60 % y la robustez con un coeficiente de variacion de 0,58 %, después
de 24 horas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. The United States Pharmacopeia. USP 41. Rockville, Maryland: The United States
Pharmacopeial Convention; 2018.

2. Validation of Analytical procedures:Text and Methodology Q2(R1). Geneva,
Switzerland: International Conference on Harmonisation; 2005.

3. International Union of Pure and Applied Chemistry. Selectivity in Analytical Chemistry.
Pure Appl Chem. 2001;73(8):1381-1386.

4. Castillo Aguilar B, Gonzalez Hernandez R. Protocolo de validacion de métodos
analiticos para la cuantificacion de farmacos. Rev Cubana Farm. [Internet] 1997
[Citado 11 mayo 2021]; 30(1) Disponible en: http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci
arttext&pid=S0034-75151996000100009

5. Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria. Validacion de Métodos
Analiticos. Barcelona: Publicaciones AEFI; 2001.

6. Pacheco GJ. Evaluacion de los niveles de los de Benzo[a] Pireno por Cromatografia
Liquida de alta resolucion (HPLC) en pollos. [Tesis de maestria]. Arequipa: Universidad
Catolica de Santa Maria; 2017.

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021



Validacion de un método por cromatografia liquida de alta resolucion para la cuantificacion de sendsidos... 191

7. Samaniego Joaquin J, Arias Arroyo G. Desarrollo y Validacion de una Metodologia
Analitica por HPLC para la Cuantificacion Simultanea de Fenilefrina clorhidrato,
Paracetamol, Salicilamida, Cafeina y Clorfenamina Maleato en tabletas. Rev Soc Quim
Peru. 2016;82(2):196-207.

8. Skoog DA, West DM, Holler FJ, Crouch SR. Fundamentos de Quimica Analitica.
Octava Edicion. Madrid: Thomson Paraninfo; 2005.

9. Rubinson KA, Rubinson JF. Analisis Instrumental. Madrid: Pearson Educacion S.A.;
2000.

10. Christian GD. Quimica Analitica. Sexta Edicion ed. México: McGraw-Hill/
Interamericana Editores, S. A; 2009.

11. Bavand Savadkouhi M, Vahidi H, Ayatollahi AM, Hooshfar S, Kobarfard F. RP-HPLC
Method Development and Validation for Determination of Eptifibatide Acetate in Bulk
Drug Substance and Pharmaceutical Dosage Forms. Iran J Pharm Res. 2017;16(2):490-
497.

12. Bor M, Guilarte A, Guzman L, Macias K, Mendoza W. Validacién de un método por RP-
HPLC para la determinacion de Tiocolchicosido en tabletas. Afinidad 2017; 75(581):32-
38.

13. Funes JI, Meza MN, Ponce HD. Desarrollo y validacion de un método para la
cuantificacion de atorvastatina en tabletas mediante HPLC-DAD. Portal de la Ciencia
2016; 9:27-41.

14. Guarniz Aguilar D. Validacion de un método analitico por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) para la disolucion de Ezetimiba 10 mg y Simvastatina 40 mg en
tabletas. [Tesis grado de bachiller]. Trujillo: Universidad Nacional de Trujillo; 2017.

15. Ccorimanya Gutierrez K. Desarrollo y Validacion Prospectiva de una técnica analitica
por Cromatografia Liquida de alta performance (HPLC) para cuantificar Lidocaina Base
en una pomada, Arequipa-2012. [Tesis de titulo de Quimico Farmacéutico]. Arequipa:
Universidad Catolica de Santa Maria; 2012.

16. Enciso Rodriguez M. Validacion de la técnica analitica por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) para la determinacion de fenilefrina clorhidrato, guaifenesina
y dextrometorfano bromhidrato en jarabe. Lima -2013. [Tesis de titulo de Quimico
Farmacéutico]. Ayacucho: Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga; 2014.

17. Heisler EV, Buda MLD, Schimith MD, Badke MR, Ceolin S, Heck RM. Uso de plantas
medicinales en el cuidado de la salud: la produccion cientifica de tesis y disertaciones
de enfermeria brasilefia. Enferm Glob. 2015;14(39):390-403.

18. Gennaro AR. Remington Farmacia. 20° Edicion ed. Buenos Aires: Editorial Medica
Panamericana; 2003.

19. Mattos Gesteira E, Alonso Beato MT, Santos Bobillo MT, Miguel Ladero Alvarez M,
Ladero Santos I. Plantas medicinales espanolas. Familia Leguminosae. Stud Bot. 2009;
28: 9-156.

Rev Soc Quim Peru. 87(2) 2021



XXX CONGRESO PERUANO DE QUIMICA
“Dra. Olga Lock Sing de Ugaz”
| CONGRESO IBERO LATINOAMERICANO DE NANOTECNOLOGIA,
NANOCIENCIAS Y APLICACIONES
“Dra. Catalina Ruiz Pérez”

Del 18 al 20 de octubre 2021



