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CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO DE VACCINIUM
FLORIBUNDUM KUNTH “PUSHGAY”.

Gaby Espinoza-Cordova*?, Monica Guadalupe Retuerto-Figueroa?, Celia Vargas-De-
La-Cruz®, Jossimar Paul Huamani Tarazona?, Marco Rolando Aronés-Jara®, Maria
Rosario Calixto-Cotos?, Eva Ramos-Llica?, Tania Torres Aguilar?, Arilmi Gorriti

Gutiérrez?, Fabio Espichan®.

RESUMEN

El fruto del Vaccinium floribundum Kunth “pushgay”, integra al grupo de los berries
nativos, el cual presenta una gran cantidad de antioxidantes, mucho mayor que los
arandanos que actualmente se exportan a diferentes paises. El objetivo de este estudio fue
la determinacion de los parametros fisicoquimicos y la capacidad antioxidante in vitro del
extracto vegetal del Vaccinium floribundum Kunth. Se prepararon extractos por
maceracion a partir de frutos liofilizados, usando como solvente etanol al 50 %, 70 % y
96 %. Los extractos presentaron valores similares de densidad relativa, sélidos totales,
indice de refraccion, grados Brix y pH. El tamizaje fitoquimico evidencié la presencia de
carbohidratos, azlcares reductores, taninos, compuestos amino y heterésidos, destacando
los compuestos fendlicos y flavonoides de relevante capacidad antioxidante. El extracto
al 50 % presentd mayor contenido de fenoles totales (38,131 + 0,242 mg GAE/g extracto);
asi como, mayor capacidad antioxidante por el método DPPH (TEAC 28089,156 *
147,482 png/mL). El extracto al 96 % presento (TEAC 13609,683 + 21,669 pug/mL). Se
concluye que el extracto hidroalcoholico del pushgay al 50 % presenta mayor capacidad
antioxidante que sostiene correlacién con la cantidad de compuestos fendlicos con el
método de DPPH.

Palabras clave: actividad antioxidante, tamizaje fitoquimico, DPPH, ABTS, fenoles,
Vaccinium floribundum Kunth.

2 Facultad de Farmacia y Bioquimica-Laboratorio de Farmacognosia, Grupo de Investigacion
Farmacognosia y Medicina Tradicional, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima-Peru.
*gaby.espinozal @unmsm.edu.pe

® Departamento Académico de Farmacologia, Toxicologia y Bromatologia, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

¢ Departamento de Medicina Humana, Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. 05001,
Huamanga, Ayacucho, Pert.

d Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial, Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica. UNMSM.
€ Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), Lima, Pert.
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PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND
ANTIOXIDANT CAPACITY OF VACCINIUM
FLORIBUNDUM KUNTH “PUSHGAY” EXTRACT

ABSTRACT

The fruit of the Vaccinium floribundum Kunth “pushgay” is part of the group of native
berries, which has a large amount of antioxidants, much greater than the blueberries that
are currently exported to different countries. The objective of this study was the
determination of the physicochemical parameters and the in vitro antioxidant capacity of
the plant extract of Vaccinium floribundum Kunth. Extracts were prepared by maceration
from freeze-dried fruits, using 50%, 70% and 96% ethanol as a solvent. The extracts
presented similar values of relative density, total solids, refractive index, degrees Brix
and pH. Phytochemical screening showed the presence of carbohydrates, reducing sugars,
tannins, amino compounds and heterosides, highlighting phenolic compounds and
flavonoids with relevant antioxidant capacity. The 50% extract had a higher content of
total phenols (38,131 + 0,242 mg GAE/g extract); as well as, greater antioxidant capacity
by the DPPH method (TEAC 28089,156 + 147,482 pug/mL). The 96% extract presented
(TEAC 13609,683 + 21,669 ug/mL). It is concluded that the 50% hydroalcoholic extract
of pushgay has greater antioxidant capacity that maintains a correlation with the amount
of phenolic compounds with the DPPH method.

Key words: antioxidant capacity, screening, DPPH, ABTS, polyphenols, Vaccinium
floribundum Kunth.

INTRODUCCION

El Vaccinium floribundum Kunth conocido como pushgay, mortifio o ardndano andino,
pertenece a la familia Ericaceae, siendo el género Vaccinium el mas representativo. Se
distribuye en Ameérica del Sur, principalmente Peru, Ecuador, Colombia y Venezuela, en
altitudes entre 1800 a 3800 m.s.n.m. El fruto es una baya esférica de 0,5 a 0,8 cm de
diametro de color azul a azul oscuro de textura lisa y con sabor dulce . EI consumo de
este fruto proporciona antioxidantes exdgenos y disminuye el riesgo de enfermedades
cerebrovasculares @ .

La mayoria de los compuestos bioactivos de esta planta, se encuentran en el fruto, siendo
los flavonoides y acidos fenodlicos los resaltantes pertenecientes al grupo de los fenoles
@D, los cuales presentan propiedades antioxidantes por su alta capacidad de neutralizar
especies radicalarias . Ultimas investigaciones evidencian que los radicales libres y las
especies reactivas intervienen en las reacciones celulares de nuestro organismo causando
dafos oxidativos, sin embargo, una dieta rica en vitaminas y compuestos fenolicos
previenen reacciones que pueden generar especies mas nocivas @,

Por lo que existe una tendencia para investigar las propiedades beneficiosas del
Vaccinium floribundum Kunth. En el Per(, se puede ubicar de forma silvestre al pushgay
en las provincias de Chota, Cajabamba, Celendin, Hualgayoc y San Marcos,
pertenecientes a la region de Cajamarca. Los pobladores lo consumen directamente como
fruta fresca o en productos procesados como mermeladas, helados, jugos y vinos, por otra
parte; ciertas comunidades nativas de la region lo utilizan de manera tradicional en forma

Rev Soc Quim Pert 89(3) 2023
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de extracto para aliviar enfermedades como la diabetes e inflamaciones ®; no obstante
ante la carencia de informacion cientifica que validen su utilizacion en nuestro pais, nos
planteamos los objetivos de determinar los pardmetros fisicoquimicos, capacidad
antioxidante in vitro y caracterizacion fitoquimica del extracto hidroalcohdlico del
Vaccinium floribundum Kunth que impulsaria su cultivo y consumo para la salud humana.

PARTE EXPERIMENTAL

Material Vegetal

Se utiliz6 el fruto (baya) del Vaccinium floribundum Kunth proveniente de la provincia
de San Marcos de la region de Cajamarca. La recoleccién y clasificacion taxondmica fue
realizada por el taxbnomo José Ricardo Campos de la Cruz.

Figura 1. Frutos enteros del Vaccinium floribundum Kunth “pushgay”.

Preparacion del extracto hidroalcohdlico

Se selecciond los frutos sanos y enteros, libres de hongos y sin golpes, se procedio a lavar
con abundante agua y se congelé la muestra a -18 °C para su almacenamiento.
Posteriormente se sometieron a un proceso de liofilizacion (para evitar la degradacion de
compuestos termolabiles) a una temperatura de - 40°C y 900 mmHg de presion,
finalmente se obtuvo un polvo seco deshidratado. EI polvo seco deshidratado fue
macerado durante 3 dias en una solucidn hidroalcohdlica a diferentes concentraciones 50
%, 70 %y 96 %, finalizado el proceso se filtré para obtener el extracto y se almaceno en
un frasco ambar en refrigeracion para su posterior uso ©.

Tamizaje fitoquimico

El analisis para la determinacion de los diferentes constituyentes quimicos del extracto
hidroalcoholico del fruto del Vaccinium floribundum Kunth “pushgay” a diferentes
concentraciones 50 %, 70 % y 96 % fue realizado mediante ensayos de coloracién y
precipitacion segun Lock de Ugaz ).

Rev Soc Quim Pert 89(3) 2023
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Determinacion de los parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos analizados fueron densidad relativa, solidos totales, pH,
indice de refraccion y grados Brix segun los métodos oficiales de la AOAC (2023), por
triplicado ®.

Determinacion de Fenoles Totales por el método de Folin—Ciocalteu

El contenido de fenoles totales fue realizado segin la metodologia descrita por lvanova
et al.® se prepararon diluciones del extracto hidroalcohdlicos de diferentes
concentraciones del fruto del Vaccinium floribundum Kunth “Pushgay” hasta alcanzar
concentraciones de 0,99 pg/mL a 7,92 pg/mL. Posteriormente se afiadié 2,5 mL de Folin-
Ciocalteu y 2 mL de carbonato de calcio al 7,5 %, los tubos se homogenizaron y se
incubaron en bafio maria a 45°C por 15 minutos, pasado el tiempo de incubacion se enfrid
la bateria de tubos en un lugar oscuro por 15 minutos. Finalmente se realizaron las lecturas
de absorbancias a 760 nm. Conjuntamente, se empled como patrén de referencia acido
gélico, la curva se prepard con concentraciones de 9,90 pg/mL a 79,20 pg/mL con un
valor de R? igual a 0,9968. El contenido total de fenoles totales fue expresado en
miligramos equivalentes de 4&cido galico por gramo de peso seco (mg GAE/g de
extracto) @

Analisis de Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante in vitro del extracto hidroalcohélico se determind por los
métodos de DPPH y ABTS.

Meétodo de inhibicién frente al radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidraizilo (DPPH)

Se us6 el método propuesto por Brand-Williams et al. . Se prepararon diluciones del
extracto hidroalcohdlico de diferentes concentraciones del fruto “pushgay” hasta alcanzar
concentraciones de 13,4765 pg/mL a 215,6250 pg/mL. Posteriormente se afiadié 1 mL
de DPPH disuelto en etanol. Luego de 30 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente
se realizaron las lecturas de absorbancias a 517 nm. Conjuntamente, se empleé como
patrén de referencia trolox, la curva se prepard con concentraciones de 1,25 pg/mL a 6,25
ug/mL con un valor de R? igual a 0,9957. Los resultados se expresaron en capacidad
antioxidante equivalente a trolox (TEAC-DPPH) y concentracién inhibitoria media (1Csp)
(ug de muestra seca/mL) 19,

Método de decoloracién con el radical catidnico 2,2-Azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-
sulfonico) (ABTS*+)

Segin Roberta et al.*Y. Se prepararon diluciones del extracto hidroalcohdlico de
diferentes concentraciones del fruto del Vaccinium floribundum Kunth “pushgay” hasta
alcanzar concentraciones de 0,0808 pug/mL a 1,2937ug/mL. Posteriormente se afiadié 1,5
mL de ABTS disuelto. Luego de 30 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente se
realizaron las lecturas de absorbancias a 734 nm. Conjuntamente, se emple6 como patron
de referencia trolox, la curva se prepar6 con concentraciones de 0,625 pg/mL a 5 pg/mL
con un valor de R?igual a 0,9983. Los resultados se expresaron en capacidad antioxidante
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equivalente a trolox (TEAC-ABTS) y concentracion inhibitoria media (ICso) (nug de
muestra seca/mL) @,

Analisis estadistico

Los parametros fisicoquimicos, capacidad antioxidante y fenoles totales fueron realizados
por triplicado. Los resultados obtenidos se expresaron como el promedio + desviacion
estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros evaluados como control de calidad de la fruta fueron la densidad relativa,
solidos totales, indice de refraccién, grados brix y el pH (Tabla 1). La densidad relativa
de los extractos hidroalcohdlicos a diferentes concentraciones es ligeramente inferior a la
densidad del agua (0,829-0,948 g/mL). El pH de los tres extractos esta en un rango acido,
presentando mayor acidez el extracto al 50 %. Estos resultados de pH son similares al
reportado para V. floribundum proveniente de los andes ecuatorianos (pH 3,20). La
acidez se debe a los &cidos organicos, principalmente al acido citrico, presente en la fruta
12 Finalmente, los datos reportados favorecen al incremento de informacion sobre el
berry nativo pushgay proveniente de la region Cajamarca, cabe resaltar que estos
parametros fisicoquimicos pueden ser diferentes entre especies y variedades por
influencia de las condiciones ambientales y su adaptacion agrondmica 3. Las
caracteristicas organolépticas de los extractos presentaron un color rojo violaceo, olor
caracteristico y aspecto liquido. El porcentaje de rendimiento del liofilizado de los frutos
del pushgay fue 36,71%, esto puede deberse al contenido de humedad presentado en la
baya con 83% ©.

Tabla 1. Resultados de los parametros fisicoquimicos del extracto hidroalcohdlicos al 50
%, 70 % y 96 % del fruto del Vaccinium floribundum Kunth “pushgay”.

Extracto del DR® ST®@ IR® °BX @) pH
fruto pushgay

Extracto 50 % 0,948 +0,00 0,124+0,00 1,361+0,00 18,00+0,00 3.397 +0,01
Extracto 70 % 0,906 +0,00 0,119+0,00 1,366 +0,00 21,50+ 0,00 4.000 * 0,00
Extracto 96 % 0,829 +0,00 0,094 +0,00 1,367 +0,00 22,00+0,00 3.980 + 0,00

Valores (promedio + DS)

1) Densidad relativa: g/mL a 20,1 °C

2) Sélidos totales: del extracto mg/mL

3) indice de refraccion.

4) Grados Brix: extracto seco disuelto en el solvente a 20,1 °C

La Tabla 2 muestra resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los tres extractos
hidroalcoholicos del fruto de Vaccinium floribundum Kunth “pushgay”, destacando la
presencia de carbohidratos, azUcares reductores, compuestos fenolicos, flavonoides,
taninos, compuestos amino y heterdsidos en todos los extractos. Investigaciones como las
de Cerrato, A et al.*¥, son semejantes a nuestros resultados, por evidenciar la presencia
de compuestos fendlicos y flavonoides en la baya pushgay ¥, los cuales poseen
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actividades bioldgicas beneficiosos como la capacidad antioxidante, reduccién del estrés
oxidativo y dafio mitocondrial, ademas de disminuir los riesgo de ECV por la reduccion

de la disfuncién endotelial ©).

De forma preliminar en el tamizaje fitoquimico se determind la presencia de flavonoides,
estudios realizados por Llerena W. et al.®), reportan la presencia de antocianinas
(flavonoides) como responsables de la pigmentacion morado - azul oscuro del pushgay
©, por altimo, estudios de Nieves Baenas et al.!®, confirman la presencia de
carbohidratos en la baya nativa pushgay otorgandole el sabor dulce y agradable para su
consumo directo 2,

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdélicos al 50 %, 70 % y 96 % del
fruto del Vaccinium floribundum Kunth “pushgay”.

) Extracto Extracto  Extracto Constituyentes
N° Reactivo o
50 % 70 % 96 % quimicos
1 Molish + + + Carbohidratos
2 Antrona + + + Carbohidratos
_ Azlcares
3 Fehling + + +
reductores
Compuestos
4 FeCls + + + i,
fendlicos
5 Shinoda + + + Flavonoides
6 Rosenheim - - - Catequinas
Compuestos
7 Borntrager - - - o
antraquinénicos
8 Gelatina + + + Taninos
] Compuestos
9 Liebermann-Burchard - - - ) )
triterpenoides
10 Ninhidrina + + + Compuestos amino
11 Dragendorff - - - Alcaloides
12 Mayer - - - Alcaloides
13 Bertrand - - - Alcaloides
14 Sonnenschein - - - Alcaloides
15 Ensayo de la espuma - - - Saponinas
16  Vainillina sulfurica + + + Heterdsidos

Leyenda:

Presencia: +; Ausencia: -
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En la Tabla 3, se reporta la capacidad antioxidante de los tres extractos de pushgay a
diferentes concentraciones 50 %, 70 %y 96 %. Por el método DPPH se determino que el
extracto hidroalcoholico al 50 % presenta mayor capacidad antioxidante expresado por el
menor valor de IC 50 (121,488 * 0,404 pug/mL) en comparacion a los demas extractos.
Por el ensayo de ABTS el extracto hidroalcohdlico al 96 % presenta mayor capacidad
antioxidante expresado por el menor valor de IC 50 (38,874 + 0,119 pug/mL) en relacion
con los extractos de 50 % y 70 %.

Con respecto al contenido de fenoles totales (Tabla 3), se realizé una curva patrén para el
ensayo de Folin — Ciocalteu correspondiente al acido galico con un valor de R?igual a
0,9968, a partir de la grafica obtenida de los valores de absorbancia y concentracion. El
contenido de fenoles totales en los extractos de pushgay a diversas concentraciones 50 %,
70 % y 96 % corresponden a los siguientes valores 38,131 + 0,242, 34,780 + 0,145 y
27,510 = 0,046 (mg EAG/g extracto) respectivamente. Se demostréd que el CPT del
pushgay proveniente de las zonas de Cajamarca tiene hasta cuatro veces mas contenido
de fenoles totales en comparacion con las bayas provenientes de la region de Ecuador
(9,25 mg EAG/g extracto) . Reportes de investigaciones como Alarcon-Barrera et
al.*9, evidenciaron que el contenido de fenoles totales (CPT) en las bayas del pushgay
provenientes de las zonas altoandinas de Ecuador contienen 9,25 mg EAG/g extracto
siendo mayor en comparacion con las fresas, frambuesas y las moras andinas provenientes
de la misma region con un valor de 2,66 mg EAG/g extracto *°, esto podria deberse que
los compuestos fendlicos de una misma especie pueden variar significativamente segin
el origen geografico, factores externos como el clima y diferentes métodos de obtencion
de sus extractos; cabe resaltar que el pushgay (berry nativo) es una fuente natural con alto
contenido de compuesto fendlicos y el consumo de estos presentan un gran beneficio
natural para la salud por su relevante capacidad antioxidante 319,

Investigaciones como las de Cerrato A et al.!%, afirman la presencia de varios
compuestos polifendlicos como el &cido galico, los derivados del acido hidroxibenzoico
(&cido vanilico y p-hidrobenzoico), los flavan-3-oles y proantocianidinas (catequina y
epicatequina), derivados de flavonol (quercetina y miricetina) y derivados del &cido
hidroxicinamico (4cido clorogénico, cafeico, ferdlico y p-cumarico) @4, los cuales
presenta una actividad antioxidante neutralizando a las especies oxidantes y las
radicalarias, adicionalmente estos compuestos bioactivos mitigan la incidencia de
enfermedades crénicas no transmisibles como la diabetes y enfermedades
cardiovasculares 9.

El analisis de fenoles totales en los extractos de pushgay presentd capacidad antioxidante.
En este ensayo se determind la concentracion de extracto del pushgay necesario para
disminuir en un 50% la concentracion inicial del radical DPPH, teniendo en consideracion
que un IC 50 bajo representa una actividad antioxidante alta. Ramos et al.*”, reportan
criterios para clasificar una capacidad antioxidante, un IC 50 menor a 30 pg/mL presenta
un alto potencial antioxidante, un IC 50 entre a 30 pg/mL a 100 pg/mL presenta un
moderado potencial antioxidante y un IC 50 superior a 100 pg/mL presenta un bajo
potencial antioxidante "), Como se observa en la Tabla 3, los valores de 1C 50 en los tres
extractos superan los 100 pug/mL, sin embargo se podria resaltar el extracto al 50% que
mostro el menor IC 50 con un valor 121,488 + 0,404 pg/mL, lo cual indicaria un bajo
potencial antioxidante del pushgay, esto podria deberse a la presencia de ciertos
compuestos bioactivos susceptibles a la variacion de pH, como son las antocianinas, a pH
acidos de 1 a 2 las antocianinas se mantienen en su forma mas estable representado por
el cation flavilium (color rojizo), a pH débilmente acidos, neutro y basicos el carbinol y
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las formas de base quinonoidal predominan, por lo que el color rojizo se decolora;
entonces se puede decir que un factor clave en la alteracion y degradacion de las
estructuras de las antocianinas es el pH, puesto que en la preparacién de los extractos
hidroalcohdlicos a diferentes concentraciones se debid acidificar con HCI 0.1 M vy asi
mantener las formas mas estables de las antocianinas, ademas de las condiciones frias y
en oscuridad @9,

Para el andlisis in vitro se recomienda ensayar al menos dos métodos para evidenciar
resultados confiables, por lo cual se utilizaron los métodos de DPPH y ABTS para evaluar
la capacidad antioxidante. Los extractos del pushgay evaluados por el método ABTS
mostraron un IC 50 mejor que el trolox (IC 50 trolox =3,4238 ug/mL), cabe resaltar que
el extracto al 96 % presentd un IC 50 ligeramente menor (0,621 + 0,002 ug/mL) en
comparacion con los otros extractos, esto puede deberse a que la actividad antioxidante
evaluada mediante el método ABTS puede evaluarse en extractos de naturaleza
hidrofilica y lipofilica, caso contrario sucede en el DPPH que solo puede medir la
capacidad antioxidante en medios organicos; estudios de Kuti et al.*9, evidenciaron
mayor capacidad antioxidante en extractos etanolicos que acuosos, lo cual es un limitante
para la cuantificacion de la capacidad antioxidante de los compuestos con una polaridad
similar al agua, como seria el caso de las antocianinas, ya que estas son solubles
principalmente en solventes con una polaridad elevada. Sin embargo, el potencial
antioxidante también se ve influenciado por el tipo de estructura polifendlica de la
molécula, especificamente por la estructura de un azucar glucésido que al estar conjugada
con el azucar posee alta actividad antioxidante debido al -OH unido al anillo A, B o C de
una molécula de flavonoides @9

En las investigaciones de Pio Prencipe et al.??), sobre la capacidad antioxidante por el
método ABTS en extractos de las bayas del pushgay provenientes del sur de Quito
(Ecuador) evidenciaron valores de IC 50 de 0,339 ug/mL, mostrando similitudes con los
ensayos realizados en la presente investigacion (Tabla 3), cabe recalcar que el ensayo
experimental se realizd en la misma especie Vaccinium floribundum Kunth pero
proveniente de la region Cajamarca (Pert) ¢,

Finalmente, la capacidad antioxidante de una fruta esta relacionada con los efectos
sinérgicos de los compuestos fendlicos, Rojas-Campo et al.?Y, en sus investigaciones
muestra valores bajos de CPT (1,91 mg EAG/g extracto), esto debido a que las
extracciones de la baya se obtuvieron con agua, caso contrario se observa en los resultados
obtenidos, ya que estos fueron elaborados a base de etanol a diferentes concentraciones
presentando mayor contenido de compuestos fenélicos (Tabla 3), esto se puede explicarse
por la alta polaridad de las antocianinas, principalmente los compuestos fendlicos por la
elevada afinidad a solventes polares @V,

Adicionalmente se puede comparar el TEAC de diferentes bayas y frutas para conocer el
mejor potencial antioxidante, Rojas-Campo et al.?Y, en su investigacion determina el
TEAC por el método ABTS de diversas bayas como es el pushgay ecuatoriano, sauco,
mora y aguaymanto con valores de 3,39, 6,57, 6,34 y 1,5 umol trolox/ g extracto seco
respectivamente, observando que el pushgay de la region de Cajamarca triplica el valor,
lo que refleja grandes diferencias entre genotipos, variedades, desarrollo y etapas de
maduracion del fruto, ademas del contenido de compuestos fendlicos, por lo que el
Pushgay puede proporcionar una excelente fuente de antioxidantes en la dieta diaria con
posibles beneficios para la salud humana @V,
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Tabla 3. Resultados del contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico del fruto del Vaccinium floribundum Kunth “pushgay”.

Extracto del CcPT®
fruto Pushgay (mg EAG/g DPPH ABTS DPPH ABTS DPPH ABTS
extracto)
IC50@ TEAC © TEAC®
Extracto 50 % 38,131 £ 0,242 121,488 £ 0,734 + 28089,156 + 4150,452 + 112,226 = 16,582 £
0,404 0,002 147,482 0,470 0,589 0,049
Extracto 70 % 34,780 £ 0,145 134,857 £ 0,822 + 26254,202 £ 3676,016 + 104,895 + 14,687 £
0,715 0,001 107,716 0,071 0,430 0,034
Extracto 96 % 27,510 £ 0,046 239,685 0,621 13609,683 = 4894,558 + 54,375 % 19,555
0,171 0,002 21,669 0,120 0,086 0,059

Valores (medio + DS)

1) Contenido de fenoles totales: mg de &cido gélico equivalente (EAG)/g de extracto seco de baya.

2) Concentracion inhibitoria media: ug extracto / mL necesario para reducir al 50 % la concentracion inicial del radical DPPH o ABTS.
3) Capacidad antioxidante equivalente a trolox: pg de trolox/g extracto seco.

4) Capacidad antioxidante equivalente a trolox: pmol de trolox/g extracto seco.

CONCLUSIONES

Los parametros fisicoquimicos (densidad relativa, solidos totales, indice de refraccion,
grados brix y pH) sirven como herramienta de control de calidad.

La mayor capacidad antioxidante se obtuvo en el extracto del Vaccinium floribundum
Kunth “pushgay” al 50% con TEAC de 28089,156 +147,482 pg de trolox/g extracto seco.
En general, nuestros resultados obtenidos proporcionan evidencia sobre la constitucion
quimica y capacidad antioxidante del ardndano andino silvestre méas conocido como
pushgay, Vaccinium floribundum Kunth, lo que lo hace potencialmente promisorio por
sus altos valores de compuestos fendlicos.
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COMBUSTION DE HOLLIN USANDO CATALIZADORES
BASADOS EN OXIDOS DE NIQUEL(II) Y CERIO(IV):
PREPARACION, CARACTERIZACION Y ESTUDIO
CINETICO

Nelson Arcos?, Mario Hurtado Cotillo®?, Rémulo Cruz?, Gino Picasso?, Rosario
Lopez®*

RESUMEN

El hollin generado en las arenas de fundicion es un impedimento para la reutilizacion de
las arenas debido a su contaminacion, por ello la oxidacion catalitica es necesaria para
incrementar la velocidad de oxidacién del hollin a menores temperaturas, mejorando la
eficiencia energética y ambiental del proceso de recuperacion. Los catalizadores mixtos
de NiCe fueron preparados mediante el método de evaporacion de solvente en
proporciones molares Ni:Ce de 0.5:9.5, 1:9, 5:5, y 9:1 representados como NigsCegs,
NiiCes, NisCes y NigCe1, respectivamente y los catalizadores masicos CeO; y NiO
también fueron preparados por el mismo método. Todas las muestras se caracterizaron
mediante diferentes técnicas basadas en su composicion quimica, estructural,
morfoldgica, textural y propiedades redox. Las técnicas de caracterizacion fueron: sorcion
de N2 (método BET), difraccion de rayos X (XRD), termogravimetria (TGA), reduccion
a temperatura programada con Hz (TPR-H2), espectroscopia laser Raman (LRS), y
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). La actividad catalitica se
evalud por TGA bajo aire sintético en contacto directo para la combustion del hollin. La
calcinacién a 800 °C y 600 °C de los catalizadores mixtos mostraron una baja superficie
especifica (3-74 m?g™t) con tamafio promedio de cristalita que variaron con los distintos
valores NiCe (9—22 nm). Sin embargo, se observé un incremento en el volumen del poro
mesoporoso, un importante parametro para la oxidacion del hollin con aire. Asimismo,
los difractogramas de rayos X del catalizador NiCe mostraron una introduccion parcial
de los iones Ni** a la red de la fluorita del CeO, mediante un desplazamiento con respecto
a la posicion inicial del difractograma del CeO.. El catalizador NigsCeg s calcinado a 600
°C obtuvo la mejor actividad catalitica (Tso = 519.43 °C) comparado con los catalizadores
Ni1Ces, NisCes y NigCe;and CeO; calcinados a 800 °Cy 600 °C. Se evalud la cinética de
oxidacién del hollin, donde se determind la energia de activacion (Ea) tanto para el hollin
catalizado como para el no catalizado bajo TGA con flujo de aire y se concluyé que el
catalizador NipsCeqs (600) mejord efectivamente la actividad catalitica (Ea = 73 kJ mol
1y generando la eliminacion del hollin a una temperatura mas baja.

Palabras clave: Hollin, catalizador mixto, evaporacion de solvente, cinética.
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COMBUSTION OF SOOT FROM FOUNDRY SANDS USING BULK
CATALYSTS BASED ON NICKEL (11) AND CERIUM (1V)
OXIDES: PREPARATION, CHARACTERIZATION, AND KINETIC
STUDY

ABSTRACT

The soot generated in foundry sands is an impediment to the reuse of the sands due to its
contamination, therefore catalytic oxidation is necessary to increase the rate of soot
oxidation at lower temperatures, improving the energy and environmental efficiency of
the recovery process. NiO-CeO, mixed oxides catalysts were prepared by solvent
evaporation method with Ni:Ce molar ratios of 0.5:9.5, 1:9, 5:5, and 9:1, represented as
NiosCeos, Ni1Ceg, NisCes y NigCes, respectively and the precursors as CeO2 and NiO
catalyst were also prepared through the same method. All the samples were characterized
by different techniques based on their chemical, structural, morphological, textural
composition, and redox properties. Characterization techniques were N2 sorption (BET
method), X-ray diffraction (XRD), thermogravimetric analysis (TGA), H. temperature
programmed reduction (TPR-Hz), Raman laser spectroscopy (LRS), and Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). The catalytic activity of the catalysts was
evaluated by TGA under synthetic air as feed gas under tight contact for soot combustion.
Calcinations at 800°C and 600°C of the mixed catalysts showed a low specific surface
area (3—-74 m?gt) with average crystallite sizes that varied with the different NiCe values
(9—-22 nm). However, an increase in the volume of the mesoporous pore was observed, an
important parameter for the oxidation of soot with air. Likewise, the X-ray diffractograms
of the NiCe catalysts showed a partial introduction of the Ni?* ions to the CeO fluorite
lattice through a displacement with respect to the initial position of the CeO:
diffractogram. The catalyst NiosCeos (600), obtained the best catalytic activity (Tso =
519.43 °C) compared to the catalysts Ni;Ceg, NisCes y NigCe1and CeO> calcined at 800
°C and 600 °C. The soot oxidation Kinetics were reported, where the activation energy
(Ea) was determined, both for catalyzed and non-catalyzed soot under TGA with air flow.
Therefore, it was concluded that the catalyst NiosCeos (600) effectively improved the
catalytic activity of the catalyst (Ea = 73 kJ mol?) and reduced the combustion
temperature, which generates the removal of soot at a lower temperature.

Keywords: soot; mixed oxides; solvent evaporation, Kinetic

INTRODUCCION

En el siglo XXI, la preocupacion principal de la comunidad cientifica es la lucha que
existe contra la contaminacion del aire causada por las emisiones de contaminantes
generadas por varias fuentes, las cuales estan relacionadas a las emisiones de compuestos
perjudiciales para la salud como la generacion de material carbonoso particulado (PM
2.5) mayoritariamente compuesto de hollin, estas particulas de hollin son formadas como
sub-productos no deseados que, en particular, son emitidos de la combustién interna
incompleta en motores junto con NOy, CO e hidrocarburos®. Las fuentes que producen
altamente estos contaminantes son los vehiculos, barcos, maquinas industriales, las
industrias, etc. Estos contaminantes han sido relacionados con las enfermedades
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respiratorias, cancer, problemas de memoria a corto plazo, disminucién del coeficiente
intelectual (1Q) e incluso pueden contribuir con los defectos de nacimiento?.

El impacto negativo causado por estos tipos de contaminantes ha permitido que
investigadores desarrollen innovaciones con nuevos metodos sintéticos que sean mas
econdémicos y no contaminantes que puedan trabajar bajo condiciones razonables para
reducir estas emisiones de hollin. Las actuales tecnologias estan basadas en una
combinacion de filtros (filtros particulados de diesel, DPF) y materiales cataliticos®. El
objetivo de estas nuevas tecnologias ayudard con la eliminacion eficiente de los
problemas relacionados a la emision particula-hollin. El atrapamiento de hollin mediante
filtros (DPF) es una buena manera de disminuir la emision de hollin de los gases de
escape, sin embargo, se necesita una regeneracion periodica de estos filtros para evitar
que se bloqueen o se dafien. Durante la regeneracion, se incrementa la temperatura del
filtro ya que el hollin se oxida a altas temperaturas (alrededor de 600-700 °C) y esto
requiere un ingreso de energia significativo*. Las altas temperaturas que se necesitan para
la regeneracion de filtros no catalizados generalmente se consiguen por inyeccién de
diésel o por gasolina hacia el sistema de escape. Generalmente, el rango de temperatura
del sistema de escape es de alrededor de 600-800 °C para gasolina y 150-500 °C para
diésel. Esta estrategia conduce a un fendmeno exotérmico incontrolable, lo cual puede
dafiar el filtro, siendo esto una desventaja®. Recientemente, se han hecho mejoramientos
significativos equipando los sistemas de escape con un convertidor catalitico. Los
catalizadores de metales nobles (Pt, Pd y Rh) han sido los més usados debido a su
actividad y durabilidad, sin embargo, estos metales nobles son muy caros y su uso es
limitado en la reaccion de oxidacion catalitica del hollin. Por lo tanto, es de gran interés
el desarrollo de catalizadores efectivos y activos que puedan incrementar
significativamente la velocidad de oxidacién de hollin. Investigadores han reportado
varios tipos de catalizadores que muestran una buena actividad catalitica para la oxidacion
del hollin, estos catalizadores incluyen 6xidos de metales®, 6xidos de metales mixtos
combinados con metales nobles’, perovskita®, 6xidos de metales de transicion®,
catalizadores modificados con tierras raras'® y metales nobles!. Los catalizadores de
ceria y basados en ceria (mixtos) han adoptado ampliamente este proposito, por lo cual,
investigadores han estudiado y reportado estos sistemas en varias investigaciones de
oxidacion del hollin®. Los catalizadores basados en ceria son considerados buenos
catalizadores para la oxidacién del hollin debido principalmente a su alta capacidad de
almacenamiento de oxigeno y por sus propiedades rédox (disponibilidad de cambiar de
Ce* a Ce*")'0. Sin embargo, existe una pérdida de la capacidad de almacenamiento de
oxigeno de la ceria cuando esta a altas temperaturas, ocasionando una pérdida de
actividad por la sinterizacion de las particulas y el crecimiento de los granos'. Por lo
tanto, es ampliamente investigado y requerido el desarrollo de catalizadores avanzados
con resistencia térmica mejorada para la sinterizacion y una alta capacidad de
almacenamiento de oxigeno. La actividad catalitica de la ceria puede mejorarse tras el
dopamiento de la ceria con distintos elementos dentro de su red cristalina, es decir, se
debe aprovechar la fuerte interaccién que existen entre 6xidos de metales distintos. Se
han usado diferentes heteroatomos para dopar la ceria y asi modificar sus propiedades
quimicas y mejorar la actividad catalitica y estabilidad térmica; entre ellos tenemos al Zr
y metales de tierras raras (La y Pr) 13!* metales de transicion (Cu, Co, Mn, Cry Fe)*>18,
metales alcalinos y alcalinos térreos (K, Cs, Na, Ca, Ba 'y Mg)'’, y metales nobles (Ag,
Au, Pd, Ruy Rh)'®° con los cuales se ha obtenido materiales con mejor rendimiento
oxidativo. Liu et al.?*® ha analizado el comportamiento catalitico en la combustion de
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hollin de diferentes sistemas de ceria dopados, ellos concluyeron que las actividades de
oxidacion del hollin de los catalizadores siguen el siguiente orden: metales alcalinos >
metales de transicion > metales nobles > CeO2 dopado con Zr y tierras raras en
condiciones cataliticas tanto en O> como en NO + O». Sin embargo, catalizadores de ceria
modificados con metales alcalinos generalmente son térmicamente inestables debido a su
naturaleza volatil de los metales alcalinos?, y los catalizadores de ceria modificados con
metales nobles tienen un costo restringido. Por lo tanto, los metales de transicion y
metales de tierras raras, especialmente CexZr1-xOz, son las mejores opciones en términos
de actividad, estabilidad térmica y eficiencia de costo??. Aberkane et al.® estudiaron el
efecto del pH en la estructura y propiedades de una serie de 6xidos mixtos de NiO-CeO:
y relacionaron la estructura de los 6xidos con la actividad catalitica en la oxidacion del
hollin. Sus catalizadores fueron preparados por el método de coprecipitacion modificada
en distintos valores de pH, la actividad catalitica de estos catalizadores fue bajo
condiciones de contacto rigido y ligero. Su mejor performance catalitico fue con Ni-Ce-
8 (pH = 8) en contacto rigido (catalizador-hollin) y en atmdsfera de aire/N2 (Tso = 417
°C). Sellers-Anton et al.?® sintetizaron un catalizador macroporoso de orden
tridimensional (3DOM) NiO-CeO. por infiltracion de Ni sucesiva para mejorar la
generacion del oxigeno activo por modificacion con NiO y transferir este oxigeno activo
desde el catalizador hacia las particulas de hollin. Su mejor performance catalitico fue
con (Ni-Ce)-3DOM en presencia del 5% Oz en N2 (Tso = 530.2 °C). Reportes previos,
demuestran el potencial del compuesto NiO/CeO; para funcionar como un catalizador
eficiente de oxidacion del hollin a baja temperatura, sin embargo, estos métodos de
preparacion, son complicados y, por lo tanto, dificiles de implementar a grandes escalas.
Bajo este contexto, en este trabajo, se han preparado catalizadores mixtos NiO-CeO; a
distintas proporciones molares (1, 5 y 9) mediante el método de evaporacion de solvente
para elegir el catalizador con mejor perfomance catalitico y poder hacer un estudio
cinético no mecanistico evaluando la energia de activacion (Ea) de este mediante las
curvas light off.

PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos

Para la preparacién de los catalizadores mixtos de niquel (NiO) y cerio (CeOy), por el
método de evaporacion de solvente, se utilizaron la sal de nitrato de niquel (1)
hexahidratado, Ni(NO3)2.6H.0 al 99% de pureza en la marca EMSURE MERCK vy sal
de nitrato de cerio(lll) hexahidratado, Ce(NO3)3.6H20 al 99% de pureza en la marca
EMSURE MERCK y agua ultrapura MilliQ 18.2 MQ cm at 298 K.

Sintesis de catalizadores basados en dxidos mixtos de niquel y cerio (Ni-Ce)

Para la preparacion de los catalizadores de 0xido mixto NiCe mediante el método de
evaporacion de solvente, se adicionaron distintas soluciones acuosas de las sales de niquel
y cerio para obtener diferentes relaciones molares de catalizadores Ni:Ce en un volumen
total de 50 mL (Tabla 1) donde cada catalizador mixto, se disolvié con agua desionizada
bajo agitacion constante a 80 °C durante 24 h. Luego, se secaron estos catalizadores
mixtos a 50 °C durante 24 h. Finalmente, se calcinaron a 600 y 800 °C por 4 h con una
rampa de calentamiento de 2 °C min™,
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Tabla 1. Masas obtenidas para la sintesis de catalizadores de 6xidos mixtos Ni y Ce por
el método de evaporacion de solvente

Cantidad molar de Ni- Masa de las sales precursoras

Catalizador Ce (0.25M) en 50 mL (9) %OTI p/)eso
Ni Ce  Ni(NO3)26H:0 Ce(NO3)s6H.0 (7°P/P)
NiosCess  0.000625 0.011875 0.1818 5.1564 3
Ni1Ceo 0.0025  0.0225 0.7270 9.7699 7
NigCes 0.0225  0.0025 6.5432 1.0856 86
NisCes 0.0125  0.0125 3.6351 5.4278 40

Caracterizacion

Las caracterizaciones realizadas a los catalizadores de Oxidos NiCe fueron mediante
analisis de difraccion de rayos X (XRD) que nos mostrd la presencia de las fases
cristalinas en los catalizadores mixtos de éxidos de NiCe. El equipo de difraccion de rayos
X utilizado fue un D2-PHASER BRUKER. La radiacion utilizada fue correspondiente a
la transicion de CuKa (A= 0.154184 nm) y el rango angular (20) utilizado fue 10° <26 <
60° a 0.050 °/s, 30 kV'y 10 mA. El analisis de sorcion de N2 (método BET) se utilizo para
hallar las propiedades texturales de los catalizadores (area superficial, tamafio de poro,
etc), el equipo utilizado fue el equipo Micromeritics GEMINI-VII serie t. Se utiliz6 gas
N2 como gas de analisis (99% de pureza) y como refrigerante se utilizé nitrégeno liquido,
este refrigerante se utilizé para la condensacion del N2. Antes de analizar nuestros
catalizadores mediante esta técnica, se degasificaron bajo He a 250 °C durante 2 h para
eliminar componentes adsorbidos fisicamente y otros gases adsorbidos en la superficie de
los catalizadores. Para el célculo del &rea BET, el rango de presiones p/po trabajados fue
de 0.05 a 0.30, esto asigna a la adsorcion de una monocapa. El software utilizado para
medir los puntos de equilibrio fue gas micromeritics, con un total de 50 puntos en el
rango: 0.09 < p/po < 0.98. El tiempo de equilibrio en cada punto fue de 5 s. Se utiliz6 el
método de Brunnauer-Emmett-Teller (BET) para calcular el area superficial de los
catalizadores. El andlisis de termogravimetria (TGA) a los catalizadores se realizan con
el fin de determinar las condiciones térmicas de preparacion de estos, tanto masicos como
mixtos. Se tomaron los catalizadores en su etapa seca para evaluar las etapas de
descomposicion de cada proceso y de esta manera, se determind la temperatura éptima
de calcinacion de los catalizadores. El equipo utilizado fue un Perkin EImer Simaltenous
Thermal Analyzer (STA 6000). Las condiciones de andlisis para estos catalizadores
fueron a una rampa de calentamiento de 10 °C min, a una velocidad de flujo de 20 mL
min! en aire y a un rango de temperatura de 35-800 °C. El analisis de reduccion a
temperatura programada con H: (TPR-Hz) fue para evaluar la reducibilidad de los
catalizadores. El equipo utilizado fue un equipo TPR Chemisorb 2720 Micromeritics
equipado con un detector de termoconductividad (TCD). Las condiciones de trabajo
estuvieron bajo un flujo gaseoso mixto del 10% Ha/N; (25 mL min™) y una velocidad de
calentamiento de 10 °C min, en un rango de temperatura desde 25 °C a 800 °C. La
espectroscopia Laser Raman (LRS) brinda informacion sobre la estructura del catalizador
(defectos) tanto en el bulk como en la superficie, asi como la presencia de adsorbatos e
intermediarios de reaccion. Esta técnica es una herramienta poderosa para el estudio de
los materiales cataliticos incluyendo los procesos quimicos de caracterizacion que
ocurren en la superficie activa. Los espectros Raman fueron medidos a temperatura
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ambiente con un espectrometro Horiba Scientific, con un laser de 532 nm, aplicando una
potencia de 10%. La espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) es una técnica
utilizada ampliamente en la caracterizacion de las superficies de los materiales. Esta
técnica es adecuada para probar el efecto que tiene un segundo metal agregado en un
catalizador mixto en la superficie quimica del CeOg, la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) se utilizé para identificar los grupos funcionales
presentes en la superficie de los catalizadores preparados. El equipo utilizado fue un
FTIR-Alpha Fourier Transform Infrared Spectrometer—Bruker sobre 60 barridos (scan)
parei mejorar la relacion sefial-ruido en un rango de longitud de onda entre 2500 y 400
cm™.

Actividad catalitica

Para el estudio de la actividad catalitica, se utiliz6 como modelo de hollin al carbén oscuro
de marca Micromeritics, nimero de parte 004-16833-00 y numero de lote D-7, ya que sus
propiedades son similares a las particulas de hollin. El test catalitico se midi6 con un tipo
de contacto especifico a la mezcla catalizador-hollin (contacto directo, tight contact), este
tipo de contacto consistio en moler la mezcla catalizador-hollin durante 10 min en un
mortero, la mezcla de proporcion catalizador:hollin fue de 1:10 (p/p), respectivamente.
Las medidas cataliticas de las mezclas se realizaron por analisis termogravimétrico (TGA,
Perkin Elmer Simaltenous Thermal Analyzer, STA 6000), calentando desde temperatura
ambiente hasta los 850 °C, bajo un flujo de aire con 15 mL min* de flujo de O, (flujo
total de 50 mL min™).

Estudio cinético

El estudio cinético de los catalizadores de 6xidos mixtos NiCe frente al hollin, se llevé a
cabo tras la evaluacién de la rampa de calentamiento en el TGA (Perkin Elmer
Simaltenous Thermal Analyzer, STA 6000), es decir, el modo rampa consistié en evaluar
los analisis termogravimétricos de los catalizadores a distintas rampas constantes de
calentamiento de 10, 15, 20 y 25 °C min en aire con un flujo del 30% Oz como gas
oxidante (50 mL min). EI modo rampa principalmente se llevo a cabo para evaluar el
rendimiento catalitico basado en la temperatura donde la mitad del hollin ha sido
combustionado (Tso). La conversion y velocidad de reaccion se calcularon de la siguiente

manera?®:
X = Mo — My (1)
my
Donde:
X: Conversion de oxidacion del hollin, mo: Peso inicial del hollin, m¢: Peso restante del
hollin en el tiempo t, La velocidad de reaccion, rs, fue descrita como la pérdida de masa

restante de carbono por unidad de tiempo t.

ax
s = at (2)
La velocidad de oxidacion para este tipo de reaccion puede ser expresado como:
dx A —-E,
ar = (5)exn (52) F0) (3)
_dT
F=a

4
Donde: @
T = Temperatura absoluta, X = Conversion de oxidacion del hollin, f = Rampa de
calentamiento, f(X) = Modelo de conversion, R = Constante universal de los gases, A 'y
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E. = Pardmetros de Arrhenius, factor pre-exponencial y la energia de activacion,
respectivamente.

La funcion f(X) es la dependencia de la velocidad en la fraccion del solido que permanece
invariable a medida que avanza la reaccion. Por Gltimo, en base al modelo Kissinger-
Akahira-Sunose (KAS), la ecuacion (3) puede ser integrada y obtener la siguiente

ecuacion:
BY _ 1y [AEa_| _ Ea
In (TZ) =In [Rg(X) RT (5)

Este modelo de anélisis generalmente asume que el modelo conversion es invariante para
todas las curvas de oxidacion de TGA consideradas?®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion

La Figura 1 muestra los difractogramas de los catalizadores méasicos y mixtos de niquel
y cerio calcinados a 600 y 800 °C. El difractograma del CeO2 mostré la presencia de la
fase fluorita con estructura cristalina cubica centrada en las caras en los picos de
difraccion de 20 = 28.59°, 33.13°, 47.56°, 56.43° y 59.18°, correspondientes a los planos
cristalinos (111), (200), (220), (311) y (222), respectivamente?. El difractograma del NiO
mostrd la presencia de la fase cubica con picos de difraccion en 20 = 37.3° y 43.36°,
correspondientes a los planos cristalinos (111) y (200), respectivamente®. En el caso de
los catalizadores NixCeio.x (800), solamente se detectaron menores intensidades en las
lineas de difraccion atribuidas al CeO; para Ni1Ceg (800). Ademas, no se detectaron los
picos de difraccion del NiO en el catalizador Nii1Ceg (800), debido a que se introdujo
especies de Ni a la red de la fluorita de la ceria, formando un solido compacto?’. Otra
evidencia de la incorporacion de los iones Ni?* a la red del CeO2 es que el pico de los
catalizadores mixtos NiCe relacionado al CeO; presenta un ligero desplazamiento con
respecto a la posicion inicial del pico del CeO2 (800), 26 = 28.52°. De la misma forma,
los catalizadores calcinados a 600 °C presentan el ligero desplazamiento hacia la
izquierda comparada con el pico del CeO> (600) como se muestra en la Figura 1B. Los
catalizadores mixtos NisCes y NigCe; presentaron picos de difraccion de ambas fases,
esto indicé que con el incremento del contenido de NiO, a parte de los iones Ni?*
ingresados a la red de la ceria, una parte de los iones Ni?" se cristalizaron en su
superficie?’. Esta introduccion de iones Ni%* sugiere que se ha formado una buena
estructura solida en NiosCegs (600), insertando iones Ni?* dentro de la red cristalina del
CeOz. El incremento en el valor del pardmetro de red de los catalizadores NixCeo-x) €S
debido a la cristalizacion de parte de los iones Ni%" en la superficie de la ceria,
Adicionalmente, la introduccion de iones Ni?* es muy ventajosa para obtener una
reduccion en el tamafio de cristalita determinado del pico de difraccion del plano (111)
por la ecuacion de Debye-Scherrer. En general, el tamafio de cristalita de estas soluciones
solidas que contienen ceria son mas pequefias que el CeO», en particular, el catalizador
NiosCegs (600) tiene el tamafio de cristalita mas pequefio entre todos los catalizadores
estudiados. Este fendmeno evita el crecimiento de la estructura de fase cibica®® y es
debido a un incremento de iones Ce** en la superficie, lo cual contribuye a la adsorcion
de especies de oxigeno y como consecuencia, promueve la actividad catalitica®.
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La Figura 2A muestra las isotermas de adsorcion de N2 para los catalizadores NixCe1o-x
calcinados a 800 °C con un comportamiento clasico de tipo 1. Ademas, al ser isoterma
de tipo 11, las curvas de desorcion practicamente coinciden con la trayectoria de adsorcion
de las respectivas isotermas de sorcion de todas las muestras, independientemente de la
composicion de los catalizadores®!. Todas las isotermas de adsorcion presentaron una
inflexion a altas presiones relativas (P/Po > 0.8), debido al Ilenado de vacios de
antiparticulas (poros secundarios) a través de la condensacion capilar de nitrdgeno®2. Sin
embargo, se observo en la Figura 2B una diferencia significativa con los catalizadores
NixCe1ox calcinados a 600 °C, estos son materiales mas porosos como lo podemos
apreciar en sus isotermas de sorcion de N2 (Figura 2B), ya que se aprecia unas isotermas
de tipo IV, donde se denota una mayor adsorcion de N2 con sus ciclos de histéresis bien
definidos. Por otra parte, comparando las propiedades texturales del soporte (CeO3) y los
catalizadores mixtos NixCeio-x, Se observé que la adicion de los iones Ni?* en la estructura
del soporte CeO. produce un bloqueo de los microporos y mesoporos, es decir, no se
observé una diferencia significativa en la porosidad entre las muestras CeO2 y NixCe1o-x
tanto para las calcinaciones a 800 °C y a 600 °C (Tabla 2).

*NiO, #Ce0,

[ z *CeO
A (111) 200) NiO 2
: B Ni;Ceg (600)

*

Ni,Ce,(800)
(220)

(311)

Intensidad (u.a)
Intensidad (u.a.)

Ce0, (600)
*

*

CeOQ,
#ﬂ N 20 30 40 50 60
L L L 29
30 40 50 60

Figura 1. Difractogramas de rayos X para catalizadores mixto NixCe1ox calcinados a
(A) 800 °Cy (B) 600 °C
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Figura 2. Isotermas de sorcion de N2 de los catalizadores NixCe1o-x calcinados a (A)
800 °Cya(B)a600°C

Este hecho denota que el area superficial de estos materiales es lo suficientemente alta
para dispersar las particulas de 6xido de niquel sin bloquear la entrada de los poros
medidos por la adsorcion de N,%. Ademas, de acuerdo con los isotermas de sorcion de
N2, NiosCeg 5 (600) es el Unico catalizador con los mesoporos méas desarrollados (11 nm,
Tabla 2).

Tabla 2 Propiedades texturales de los catalizadores NixCe1ox(T), donde x: proporcién
molar Ni y T: temperatura de calcinacion del catalizador

Area Diametro Tamafio de
Muestra superficial,  promedio de poro cristalita
Seer (M?g™Y) BJH (nm) (nm)
NigCe1(800) 5 2 20
NisCes(800) 3 3 22
Ni1Ceg(800) 18 3 18
NisCes(600) 23 10 10
Nio.sCeo.5(600) 74 11 9
Ce02(600) 85 10 10
Ce02(800) 28 3 21

Se estudié la descomposicion térmica de los catalizadores NiCe en su forma de sal, es
decir, el proceso de evaporacion de solvente de la mezcla de sales precursoras a distintas
proporciones molares en base al niquel (Sal NiosCegs, Sal NiiCeg y Sal NisCes). Este
estudio termogravimétrico se evaluo desde 25 °C hasta los 800 °C bajo un flujo de aire
sintético (Figura no mostrada). En general, la evolucion térmica de estas sales
catalizadoras NiCe involucraron tres pasos principales de pérdida de masa durante la
descomposicidon hasta los 600 °C. Para temperaturas mayores a los 600 °C no se observé
pérdida de masa, por lo tanto, los resultados de TGA para estas sales NixCe1o-x muestran
que la temperatura apropiada para su calcinacion es a los 600 °C debido a que a esta
temperatura es lo suficientemente alto para la eliminacion de agua, carbonatos y
nitratos?*. Adicionalmente, se evalud una calcinacion de 800 °C para estos catalizadores
con la finalidad de apreciar las diferencias significativas que ocurren tanto en la
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superficie, en la adsorcion de las moléculas de oxigeno, en el tamafio de sus parametros
de red, etc. para estas distintas temperaturas de calcinacion.

La reducibilidad de un catalizador es un parametro muy importante que esta relacionado
con su actividad en la reaccion de oxidacion del hollin. Los perfiles de TPR-H2 son
mostrados en la Figura 3 para catalizadores NixCe1o.x calcinados a 800 y 600 °C. En el
caso del CeO> (600), el pico de reduccion de Hx fue menor (440 °C). La introduccion de
niquel a la red de la ceria mejor6 la reducibilidad, es decir, todos los perfiles de los
catalizadores de dxidos mixtos mostraron picos principales de reduccion asimétricos en
el rango de 200-400 °C lo cual podria proporcionar mas oxigeno reticular generando una
velocidad de combustion més rapida debido al mayor aumento en la cantidad de oxigeno
activo disponible®, siendo el NigsCeg 5(600) el catalizador mixto con la reducibilidad mas
baja (205 °C), lo cual se debe a la formacion de una estructura de solucion solida
(combinacion de los precursores de Ni 'y Ce que al ser fundidos a alta temperatura y luego
de enfriarse forman este nuevo sélido) causada por la introduccién completa del Ni dentro
de la red cristalina del CeO, *. Ademas, es importante notar que no existe sefiales de
consumo de H a temperaturas mayores a 400 °C, lo cual implica que todo el proceso de
reduccion ocurri6 hasta los 400 °C, incluyendo la reduccion del CeO; .

La espectroscopia laser Raman es una técnica muy apropiada para la caracterizacién
estructural de Oxidos a base de cerio. La técnica XRD nos brinda informacion
principalmente en relacion con la posicion de los cationes grandes en la red cristalina,
tales como el cerio. Sin embargo, esta técnica ofrece una sensibilidad muy baja respecto
a los elementos ligeros como el oxigeno®. La espectroscopia Raman nos brinda
informacion sobre la red de aniones, por lo que la técnica de XRD no es muy sensible.

NigCe4(800)

Ni5Ces(800)

Nip_5Ceg 5(600)

x12 CEOZ(SOM_—/—

x12 Ce02(600) V

100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)

Sefal TCD (u.a.)

Figura 3. Perfiles de reduccion a temperatura programada con Hz (TPR-H-) de
catalizadores mixtos NixCeio-x calcinados a 600 y 800 °C.

En este sentido, esta técnica revela la presencia de defectos en este sistema y la
disposicion de los enlaces Metal-Oxigeno (M-0). La Figura 4 muestra los espectros
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Raman de los catalizadores NixCe1o.x calcinados a 600 °C. Para el CeO., los resultados
mostraron un espectro caracteristico de una banda muy intensa alrededor de 458 cm™,
esta banda definida es atribuida al modo de vibracion del enlace Ce-O activo en Raman
(modo Fz4) de la estructura cubica tipo fluorita en la que cristaliza este Oxido,
correspondiendo a un modo de vibracidn simétrica de los atomos de oxigeno que rodean
a los cationes de cerio®. Para los catalizadores mixtos NixCeiox (600), se mantuvo la
banda Raman con el modo de vibracién Fzg, lo cual confirma que estos 6xidos mixtos
también cristalizan en una estructura cubica tipo fluorita. Sin embargo, se pueden
observar tres efectos en esta banda F2q a medida que aumenta la cantidad de niquel en el
oxido:
I.  Unadisminucion en la intensidad de la banda.
[l.  Un ensanchamiento de la banda Fg.
I1l.  Un ligero cambio de esta banda F2g a nimeros de onda més bajos.

Ni1Ceg(600)

Intensidad (u.a.)

Nig.5Ceg_5(600)

Ce04(600)
N

200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 4. Espectros Raman de los catalizadores mixtos NixCe1o.x calcinados a 600 °C.

Respecto al efecto de la pérdida de intensidad de la banda Fxg tras el incremento del
niquel, esto es causado por el efecto de pérdida de simetria en la red del CeO2 cuando se
introduce el niquel. Aquello afecta a la vibracion del oxigeno con respecto a su posicion
de equilibrio®. Ademas, el ensanchamiento de los picos puede ser relacionado a las
vacantes de oxigeno'. El catalizador NiosCegs(600) mostrd relativamente un gran
naimero de vacantes de oxigeno (Tabla 3). Por Gltimo, tras la introduccidon del niquel a la
red del CeO2, promueve un cambio de la banda F24 hacia niUmeros de onda mas bajo, lo
cual es consecuencia del aumento en las distancias de enlace M-O*. Esto estaria en
concordancia con los valores de pardmetro de red obtenidos en el estudio por XRD.
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Tabla 3. Posicion del pico Fzg, suancho completo en la mitad de la maxima (FWHM) de
los catalizadores calcinados a 600 °C.

. FWHM del pico
Muestra P('gr?]_lf) ‘ Fag
(cm™)
Ce0,(600) 456.6 29.8
Nio.5Ceq.5(600) 456.1 30.1
Ni;Ceo(600) 454.6 205

Los espectros FTIR de los catalizadores antes de ser calcinados se muestran en la Figura
5 muestra los espectros FTIR de los catalizadores NixCeio.x calcinados a 600 °C.
Aproximadamente se observaron las mismas bandas, pero con absorbancias mas débiles.
Las bandas post-calcinacion disminuyeron debido a la eliminacion de moléculas de
carbonatos, nitratos y agua de la estructura del catalizador?®. Ademas, para los
catalizadores calcinados, la presencia de bandas de baja frecuencia en 1638, 1533, 1337
y 521 cm™® pueden ser atribuidos a las vibraciones que existen entre (M-0) y (M-O-M).
Por Gltimo, la débil absorbancia e intensidades disminuidas de las bandas indican que la
calcinacién a 600 °C condujo a la conversién completa de la estructura del catalizador a
Oxidos metalicos?.

A
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=S =
- ©
s |© M 2
o ©
= g
Q @
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b <
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<
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L i | L 1 P 1 | I 1
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Figura 5. Espectros FTIR de los catalizadores NixCe1o-x (A) antes de ser calcinados y
(B) a 600 °C (a) NiosCeos; (b) Ni1Ceo; () NisCes

Actividad catalitica

Los catalizadores mixtos NixCe1o.x fueron evaluados en la reaccion de oxidacion catalitica
del hollin, ademas, se realizd la combustion del hollin propio (no catalizado). Las medidas
de actividades cataliticas fueron hechas por el método tight contact debido a que el modo
de contacto en esta reaccion es muy importante porque es un factor clave en la reaccion.
Existen varias razones de porqué la mezcla por contacto directo es mas reactiva®: (1) El
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catalizador tendra mas puntos de contacto con el hollin. (2) Las particulas del catalizador
seran mas pequefias y mejor dispersadas. (3) El tipo de contacto controla el mecanismo
que esta ocurriendo. Todos los perfiles del TGA (Ni1Ceg + C, NisCes+ C, NigCe1 + C y
el hollin no catalizado) fueron normalizados eliminando las respuestas debajo de los 500
°C, debido a la desorcion del H2O adsorbido®. La oxidacion del hollin frente a los
catalizadores mixtos NixCe1o-x calcinados a 800 y 600 °C sus resultados estan resumidos
en la Tabla 4.

Tabla 4. Temperaturas caracteristicas de la oxidacion del hollin en aire, bajo modo de
contacto directo (tight contact) para catalizadores mixtos NixCe1o-x

Modo de contacto Catalizador Ts0* (°C)

No catalizado Carbdn puro 677
(Printex-U)

Directo NigCe1(800) 669

(Tight) NisCes(800) 669
Ni1Cey(800) 659
Ni1Ceq(600) 547
Nio5Ceq5(600) 519

*Temperatura al 50% de conversion del hollin

Segun la Tabla 5, la temperatura Tso calculada para la oxidacion del hollin en los
catalizadores estudiados siguié la tendencia de: Carbon puro > NigCe1(800) =
NisCes(800) > Ni1Ceg(800) > NiosCeo5(600). Estos resultados para la oxidacion del
hollin en base a catalizadores Ce son mejores que otras referencias encontradas, por
ejemplo, Rangaswamy?®’. En este caso, las particulas de Ni y la temperatura de calcinacion
de los catalizadores presentan un gran rol en la disminucién del Tso y el incremento de la
actividad catalitica. Wen®® indico que el area superficial y la estructura mesoporosa de los
materiales cumplen un rol importante en el mejoramiento de contacto entre el hollin y los
sitios activos del catalizador. En este trabajo de investigacion, la estructura mesoporosa
de nuestros catalizadores calcinados a 600 °C dieron lugar a la actividad mas alta.
Ademas, otro factor que predomina en el contacto directo es la cantidad de especies de
oxigeno activo en la superficie?. Como se observé en los resultados del TPR-Hy, es
posible crear especies de oxigeno muy reactivos en los 6xidos mixtos de cerio y niquel
debido al efecto sinérgico causado por la incorporacion del Ni dentro de la red del CeO>
%, es decir, la incorporacion del Ni a la estructura del CeO; resultd mejores resultados
que los efectos individuales de cada uno de ellos. Por lo tanto, en base a los resultados, el
catalizador NiosCeqs (600) es el catalizador mixto con mayor actividad catalitica debido
a la incorporacion del niquel a la red del CeOo.

Estudio cinético

En el analisis cinético debemos tener en cuenta que, durante una reaccion quimica, lo
primero que se forma es un estado de transicion, donde la energia de activacion (Ea) se
forma tras la diferencia de energia entre el estado de transicion y el estado inicial. Cada
reaccién tiene su propia energia de activacion, lo cual es un factor importante para
determinar la velocidad de una reaccion quimica. Si reducimos la Ea de la reaccion usando
un catalizador, la reaccion procede mas rapido, indicando que la actividad catalitica de la
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muestra ha mejorado efectivamente hasta cierto punto. Por otra parte, durante el proceso
de reaccion especifica, algunos contaminantes como el CO y el NO seran absorbidos en
la superficie del catalizador y luego desorbidos desde la superficie hacia el interior,
generando una colision entre contaminante y moléculas del catalizador. Esta colision
iniciara una reaccion quimica para formar gases inofensivos tales como CO2 y N2.*°
Para este trabajo de investigacion, se uso diferentes rampas de calentamiento (f = 10, 15,
20y 25 °C min) durante la oxidacion del hollin en TGA. Se realizaron los graficos de
isoconversion para un nivel de conversion del 50% (X = 0.5) en base al método KAS para
los catalizadores CeO2, NiosCegsy el hollin calcinado a 600 °C. EI NiO present6 un Tso
= 668 °C (Figura 6) por el cual es muy similar a las muestras mixtas calcinadas a 800 °C
(Tabla 5). Sin embargo, la adicién de pequefias proporciones de niquel a la red del CeO
disminuyd los Tso. Por lo tanto, no es necesario realizar un estudio cinético al NiO. En la
Tabla 5 se muestran las Ea calculadas desde la pendiente del ajuste lineal por minimos
cuadrados de Ln(B/T?) vs 1/Tx graficadas por el método KAS a un nivel de conversion
del 50%.

De la Tabla 5 se observa que la E, del hollin no catalizado es 127 kJ mol™, lo cual, tras la
presencia de un catalizador en modo de contacto directo (tight contact), influencio
significativamente esta energia de activacion, disminuyendo dramaticamente a 73-105 kJ
mol?. La buena interaccion de las particulas de niquel incorporadas en la red de la ceria
obtuvo un efecto altamente positivo en la energia de activacion, reduciendo la barrera
energética para la combustion del hollin. Esto se observo en el catalizador NiosCeg5(600)
que obtuvo la energia de activacion mas baja (73 kJ mol™). Por lo tanto, esto comprueba
que el componente Ni es un componente eficiente para activar oxigeno y formar méas
vacantes de oxigeno, lo cual es beneficioso para acelerar la combustién catalitica del
hollin.

Tabla 5 Energia de activacion calculada por el método KAS al 50% de conversion

Energia de activacion (kJ mol™?) al

Catalizador -
50% de conversion
Hollin(600) 127
Ce0,(600) 105
Nio.sCeg5(600) 73
100 105
0 F —1D"Cfm!n . Energia de activacion (E,) del carbén puro:
80 :;ggm:: 127 kdimol
§- 70 =—25°Cimin 1104
X 6o f —_
.g incremento de rgmpa Nt
-E fp-----————- ==K - /—- &
e c
> 40
z = -115-
8 wl
20
10 -12.04
0 T T n T T T -
400 450 500 550 600 650 700 750 800 : . . : :
Temperatura (°C) 1.04 1.06 1.08 1.10 112 1.14
1000/T (K™)
a
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Figura 6. Gréficos de isoconversion en X = 0.5 para hollin (600) (a), CeO2(600) (b) y
NiosCeg.5(600) (c) a diferentes rampas de calentamiento (10, 15, 20 y 25°C min™).
Modo de contacto: directo (tight contact).

CONCLUSIONES

Se prepararon los catalizadores de 6xidos mixtos NigsCegs, NiiCeg, NisCes y NigCey
mediante el método de evaporacion de solvente a distintas temperaturas (600 °C y 800
°C).

Los catalizadores NixCe1ox preparados a distintas cantidades de Ni mostraron diferentes
propiedades fisicoquimicas al ser caracterizados rigurosamente, marcando gran
influencia en sus actividades cataliticas en la combustién del hollin con aire. Ademas, el
tamano de los cristales del catalizador NiosCeo.5(600) disminuyeron a 9 nm, indicio de
que el Ni esta incorporado dentro de la red de la ceria. El estudio de la espectroscopia
Raman confirmé el gran nimero de vacantes de oxigeno del NiosCeq5(600) y el
parametro de red mas alto (5.3922 A). Por otra parte, la reducibilidad mejoré (205 °C) y
su diametro de poro fue el mas alto (11 nm), aumentando el contacto superficial entre el
hollin y el catalizador.

Se estudid la actividad catalitica de los catalizadores NixCeiox para la combustion del
hollin bajo las condiciones de contacto directo (tight contact) usando la técnica TGA. Se
encontro que el catalizador NiosCeq5(600) fue el catalizador més activo (Tso = 519 °C)
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comparado con los demas catalizadores NixCe1ox, obteniéndose una disminucion de
157.7 °C en la combustion del hollin.

De acuerdo con el método KAS, los valores de Ea al 50% en conversion durante la
combustion del hollin siguieron el siguiente orden: hollin > CeO2(600) > Nio5Ceg5(600),
siendo el catalizador NiosCeg5(600) con la Ea més baja (73 kJ mol™), catalizador mixto
capaz de activar oxigeno y formar mas vacantes de oxigeno, beneficioso para acelerar la
combustion catalitica del hollin.
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RESUMEN

Se analizé la composicién quimica, la actividad antioxidante, antibacteriana y anti-
Candida albicans in vitro del aceite esencial de las hojas de Cinchona pubescens Vahl.
originario de la region de Lambayeque. Los compuestos fitoquimicos predominantes
detectados por analisis de HPLC fueron el fitol (36,98 %), n-Tetratetracontano (9,38 %)
y heneicosano (6,69 %). Se emplearon los métodos de DPPH, ABTS y FRAP para
determinar la actividad antioxidante y el método por difusion en agar para evaluar la
actividad antibacteriana y anti-Candida albicans in vitro. Se encontré que el aceite
esencial de las hojas de Cinchona pubescens posee un 1C50 de 273.029 mg/mL y TEAC
de 0.0089mg Trolox/g muestra con el método DPPH; con ABTS un IC50 de 1.2801
mg/mL y un TEAC de 3.5584 mg Trolox/g muestra'y con FRAP se obtuvo y un AAEAC
de 1.622 mg AA/ g aceite. Ademas, el ensayo de actividad antimicrobiana y anti-Candida
albicans expresd resultados negativos frente a Streptococcus mutans, Enterococcus
faecalis y Candida albicans. En conclusion, el analisis de HPLC de la composicion
quimica del aceite esencial no presento ningin compuesto con capacidad antioxidante y
a pesar de contener n-tetratetracontano y heneicosano, compuestos con capacidad
antimicrobiana, no se observd ninguna inhibicién del crecimiento bacteriano.

Palabras clave: Antioxidante, Candida albicans, Cinchona Pubescens, antibacteriano.

CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT,
ANTIBACTERIAL AND ANTI-CANDIDA ALBICANS
ACTIVITY IN VITRO OF THE ESSENTIAL OIL OF
CINCHONA PUBESCENS VAHL. LEAVES

ABSTRACT

The chemical composition, antioxidant, antibacterial and anti-Candida albicans activity
in vitro of the essential oil of Cinchona pubescens Vahl. leaves from the Lambayeque
region were analyzed. The predominant phytochemical compounds detected by HPLC
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analysis were phytol (36,98 %), n-Tetratetracontan (9,38 %) and heneicosane (6,69 %).
The DPPH, ABTS and FRAP methods were used to determine the antioxidant activity
and the agar diffusion method was used to evaluate the antibacterial and anti-Candida
albicans activity in vitro. The essential oil of Cinchona pubescens leaves was reported to
have an IC50 of 273.029 mg/mL and TEAC of 0.0089mg Trolox/g sample with the DPPH
method; with ABTS an IC50 of 1.2801 mg/mL and a TEAC of 3.5584 mg Trolox/g
sample and with FRAP an AAEAC of 1.622 mg AA/ g oil was obtained. In addition, the
antimicrobial and anti-Candida albicans activity assay expressed negative results against
Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis and Candida albicans. In conclusion, the
HPLC analysis of the chemical composition of the essential oil did not present any
compounds with antioxidant capacity and despite containing n-tetratetracontan and
heneicosane, compounds with antimicrobial capacity, no inhibition of bacterial growth
was observed.

Key words: Antioxidant, Candida albicans, Cinchona Pubescens, antibacterial.

INTRODUCCION

La cinchona pertenece a la familia Rubiaceae y es originaria de la cordillera de los Andes
en Sudamérica; aunque, también se puede encontrar en Indonesia, Camerun, Vietnam, la
India y en otros paises asiaticos y africanos (1). En el Per(, se ha reportado que el género
Cinchona presenta quinina, un alcaloide con propiedades antifebrifugas, considerando a
Cinchona officinalis como la especie mas importante desde un punto de vista medicinal,
ya que su corteza produce en promedio el 40% de alcaloides cristalizables y el 1% de
sulfato de quinina (2). Los polifenoles son considerados potentes antioxidantes que
pueden prevenir enfermedades asociadas al estrés oxidativo como el cancer (4,5). La
actividad antioxidante de los extractos vegetales es estimable mediante diversos métodos
(4); ademas, se ha encontrado evidencia de que Cinchona pubescens puede ser una fuente
natural de antioxidantes por los flavonoides (3). Afiadido a esto, en Jordania, estudios han
confirmado que la especie Cinchona ledgeriana presenta un uso tradicional como
antidiabético debido a su alta actividad antioxidante. Asi mismo, en la India, estudios
reportaron que los extractos de la Cinchona officinalis poseen alta defensa frente al estrés
oxidativo debido a la capacidad antioxidante otorgada por los compuestos fendlicos
encontrados en dichos extractos.

En las ultimas décadas, las infecciones fungicas aumentan increiblemente con el género
Candida como la principal causa de morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados
e inmunocomprometidos (8). En Colombia, Nifio et al. (2017) evaluaron la actividad
antifingica de 22 plantas de la flora colombiana mediante el método de difusion en agar
frente a Aspergillus fumigatus, Candida albicans y Fusarium solani utilizando
ketoconazol como control positivo. Siendo una de ellas el extracto con diclorometano de
Cinchona pubescens Vahl, el cual mostré actividad moderada solo frente a Candida
albicans (9). En India, Shinde et al (2018), evaluaron la actividad in vitro de diferentes
medicinas homeopéticas para inhibir Candida albicans siendo el estandar de Cinchona
officinalis a diferentes potencias (6C, 12C, 30C, 200C, 1M), siendo la potencia 12C la
que mostré mayor zona de inhibicion (0,9 + 0,42 cm) (10). La resistencia bacteriana a los
medicamentos es uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial, ya
que algunas infecciones bacterianas no responden a los tratamientos actuales y estan
aumentando, por lo que existe la necesidad de desarrollar nuevos antibidticos (11).
Pefarreta et al. (2023) realizaron un estudio sobre la valoracion de distintas especies
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vegetales con uso tradicional en medicina que son originarias de América del Sur, la
especie que mas resalto fue la Cinchona pubescens, la cual es un componente importante
de la medicina tradicional en diferentes paises de América Central y del Sur, se utiliza
mayormente como fuente de quinina desde su descubrimiento como medicamento eficaz
contra la malaria en el siglo XVII. Sin embargo, también se menciona que se sigue
invesigando algunas otras actividades bioldgicas que puedan contener (12). En un estudio
realizado en el 2020, Antika et al. examinaron la actividad antimicrobiana de los
derivados de la quinina, el cual fue extraido de la corteza de Cinchona spp. y su
Concentracién Minima Inhibitoria contra cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtilis mediante la prueba de difusion en
disco. Los resultados fueron comparados con la estreptomicina. Se obtuvo que el
propionato de quinina proporcionaba mayor actividad antimicrobiana, con un rango de
inhibicion de 9 a 23,5 mm en comparacién de la estreptomicina con un rango de
inhibicion de 8 a 12 mm (13). Es de esta manera que las investigaciones antes
mencionadas nos llevan a evaluar la composicion quimica, actividad antioxidante, anti-
Candida y antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas de Cinchona pubescens
Vahl.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta y tratamiento de las muestras

Las hojas de Cinchona pubescens Vahl. fueron colectadas del bosque de neblina de
Upaypiteq, distrito de Cafaris, provincia de Ferrefiafe, region de Lambayeque a 2800
msnm. Esto se realiz6 durante el mes de abril del afio 2023. Las muestras fueron secadas
a la exposicion solar indirecta y al aire libre.

Obtencion del aceite esencial

Se utilizo la técnica de arrastre por vapor de agua en un destilador semiindustrial de acero
inoxidable con capacidad de 6Kg de materia vegetal seca. Se trabajé con 47.4 kg de hojas
secas de Cinchona pubescens Vahl.

Determinacion de la composicién quimica

La determinacién de la composicion quimica del aceite esencial de las hojas de Cinchona
pubescens Vahl. se realizO mediante el método de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC). La temperatura de la columna cromatografica fue de 25 °C. La fase
movil se formo por una mezcla de agua con acido trifluoroacético al 0,1% y acetonitrilo.
Por otro lado, su caudal fue de 0,2 mL/min. Asimismo, el volumen de inyeccion tuvo el
valor de 5 uL (14). La identificacion y asignacién de picos de los componentes quimicos
del aceite esencial de las hojas de Cinchona pubescens Vahl. se basaron en la
comparacion de los tiempos de retencién y los datos espectrales con los de los estandares
siendo controlados a una longitud de onda de 262 nm (15).

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método de captacion del
radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPHe)

La solucion stock se obtuvo disolviendo 2,4 mg de DPPH en 100 mL de metanol y
posteriormente se dejo reposando a una temperatura de -20°C hasta su uso. La solucion
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de trabajo se consiguié reaccionando 10 mL de la solucion stock con 45 mL de metanol
hasta la obtencién de una absorbancia de 1.10 (+/- 0.02) a una longitud de onda de 517
nm. Para la lectura, se tom6 20 pL. de muestras que reaccionaron con 9900 ul de la
solucion de trabajo DPPH durante 24 horas en la oscuridad. Luego se midié la
absorbancia a 517 nm. El antioxidante de referencia fue Trolox (6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico 97%) y se utilizaron cinco concentraciones de
Trolox (100, 250, 500, 750 y 1000 uM) a partir de un stock de Trolox 2.0 mM para 10
mL con el fin de la preparacion de la curva de Trolox. Los resultados se expresaron en
actividad antioxidante equivalente a ug EqTrolox/g muestra (TEAC). El valor de TEAC
se calculé mediante la siguiente formula:

TEAC =1C 50 (Trolox pg/mL) / IC 50 (DPPHe extracto) mg/mL
El 1C50 correspondio a la concentracion en la que se neutraliza el 50% de los radicales
libres de DPPH (17). El porcentaje de inhibicion se calculdé mediante la siguiente formula:

% nhibicion = (Abs.Control - Abs.Muestra) / (Abs.Control) x100

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método de captacion del
radical acido 2,2’-azinobis (3-etilbezotiazolin)- 6-sulfonico (ABTSe+)

La actividad antioxidante se determiné utilizando el cation radical acido 2,2’ -azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTSe+) segiin Re et al. (16). EI ABTS se disolvio en
agua a una concentracion de 7 mmol/L para la obtencion de la solucién madre. El cation
ABTSe+ se obtuvo reaccionando la solucion madre de ABTS con 2,45 mmol/L de
persulfato de potasio y se mantuvo en reposo sin luz a temperatura ambiente durante 16
horas antes de su uso. Luego la solucion ABTSe+ se diluyé con agua destilada hasta la
obtencién de una absorbancia de 0.70 (+/- 0.02) a una longitud de onda de 734 nm. Las
muestras se diluyeron con etanol hasta que se produzca una inhibicion del 20 al 80%, en
comparacion con la absorbancia del blanco. Para la lectura, se tomé 980 uL de la solucion
ABTSe+ y 20 uL de muestra y se midio la absorbancia en el espectrofotometro por 7
minutos consecutivos por triplicado a una longitud de onda de 734 nm. El antioxidante
de referencia fue Trolox (6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico 97%)
y se utilizaron cinco concentraciones de Trolox (100, 250, 500, 750 y 1000 uM) a partir
de un stock de Trolox 2.0 mM para 10 mL con el fin de la preparacién de la curva de
Trolox. Los resultados se expresaron en actividad antioxidante equivalente a pg
EqTrolox/g muestra (TEAC). EI TEAC se calculé mediante la siguiente férmula:
TEAC =1C 50 (Trolox pg/mL) / IC 50 (ABTSe+ extracto) mg/mL
El 1C50 correspondio a la concentracion en la que se neutraliza el 50% de los radicales
libres de ABTSe«+. El porcentaje de inhibicion se calculd mediante la siguiente formula:
% nhibicion = (Abs.Control - Abs.Muestra) / (Abs.Control) x100

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método del poder
antioxidante de reduccion férrica (FRAP)

El reactivo FRAP se preparé con amortiguador de acetato al 0.3M, pH 3,6; con una
solucion de Tris a 10 mM (2-pyridyl)-s-triazina (TPTZ) en HCI al 40 mM; y FeCI3 al 20
mM, en una proporcion 10:1:1. Seguidamente, se preparo la solucion madre de 2 mg/mL
de extracto, en base a ello se realizaron diluciones a partir de 12,5 pg/mL hasta 100
pg/mL. En este caso, se utilizoé 4cido ascorbico como estandar por lo que la curva de
calibracion se elabord en base a las diluciones que van de 5 umol/L a 25 pmol/L. Por
altimo, se colocd en un tubo de ensayo 50uL de la muestra problema y 950uL de la
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solucion de trabajo de FRAP, luego se agitd y se dejo en reposo en un ambiente oscuro
por 15 minutos, luego se procedio a realizar la lectura de absorbancias a 593 nm (18). El
porcentaje de inhibicion se calculé mediante la siguiente férmula:
% Inhibicion = (Abs. FRAP- Abs.muestra) / (Abs.FRAP) x100

Ademas, se midio el IC50 (concentracion minima necesaria para inhibir al 50% del
FRAP) y el AAEAC (capacidad antioxidante equivalente al acido ascérbico), el cual se
midi6é en mg de &cido ascorbico/g de extracto.
El valor de AAEAC se calculé mediante la siguiente férmula:

AAEAC =IC50 Acido ascorbico pg/mL / IC50 FRAP muestra mg/mL

Determinacion de la actividad antimicrobiana y anti-candida del aceite esencial de
Cinchona pubescens Vahl.

Se evalud la actividad anti-Candida albicans y antimicrobiana de la Cinchona pubescens
Vahl (Quina), que determina si el aceite esencial de esta planta genera un efecto
antimicrobiano sobre los siguientes microorganismos como: Streptococcus mutans
ATCC 25175, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Candida albicans ATCC 10231.
Para determinar la actividad antimicrobiana se desarrollo la prueba de difusion en agar
con discos (Técnica de Oliveira EC et al) (19). Para ello lo primero que se realiz6 fue
activar las cepas mencionadas en diferentes medios de cultivos; Streptococcus mutans y
Enterococcus faecalis se activd en medios de tripticasa soya agar (TSA) y Candida
albicans en agar Sabouraud. Una vez activadas, se colocaron de 3 a 5 colonias de cada
microorganismo en una solucion de 5 mL de suero fisioldgico, para la obtencion de una
dilucion con un nivel de turbidez equivalente a 0,5 del estdndar de McFarland (1-2 X 108
UFC/ mL). De cada dilucion se obtuvo una alicuota de 100 pL el cual es sembrado por
diseminacion en un medio de agar Mueller Hinton, una vez hecho la siembra en los
medios, se colocaron los discos de papel cargado con 10 pl del aceite esencial de
Cinchona pubescens Vahl al 100% a nivel central de cada placa de agar. La incubacion
de los medios se realizé a 37°C por 48 horas, previamente los medios de agar fueron
colocados dentro de un cilindro metalico donde se colocé una vela encendida (método de
la vela extinguida), pasado el periodo de incubacion se retiraron las placas para su lectura
correspondiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion del aceite esencial

Se realizaron en total 8 extracciones por el destilador de arrastre por vapor de agua, con
un total de 47.4 kg de hojas secas de Cinchona pubescens Vahl. y la obtencion de 4.8 ml
de aceite esencial. Las caracteristicas generales del aceite se pueden apreciar en la tabla
1.

Tabla 1. Caracteristicas del aceite esencial de hojas de Cinchona pubescens Vahl.

Constantes Valores
Rendimiento en seco 0.01 %v/p
Densidad 0.8401 g/ml
pH 2.3
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Figura 1. Hojas secas de Cinchona pubescens Vahl.

Determinacion de la composicién quimica

Tras realizar el analisis cromatografico por HPLC se encontraron como componentes de
mayor area relativa del cromatograma: fitol (36.98 %), n-Tetratetracontano (9.38 %) y
heneicosano (6.69 %).
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Figura 2. Cromatograma de la muestra de aceite esencial de Cinchona pubescens Vahl.
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Otros compuestos se encontraron en bajas concentraciones, como son el escualeno, el
cloruro de palmitoilo, el 2-metil tetracosano, 1-heptacosanol.

La composicion quimica del aceite esencial de Cinchona pubescens Vahl. por analisis de
HPLC presentd la presencia en mayor porcentaje del fitol (36.98 %), un precursor de

Rev Soc Quim Peru 89(3) 2023



Composicion Quimica, Actividad Antioxidante... 219

tocoferoles y filoquinonas, n-Tetratetracontano (9.38 %) y heneicosano (6.69 %), ambos
con actividad antimicrobiana documentada en otras especies vegetales como Allium
chinense G. y Plumbago zeylanica L. (20, 21). La presencia de estos compuestos explica
la baja actividad antioxidante en las pruebas in vitro, puesto que el componente de mayor
concentracion actla exclusivamente como precursor de sustancias antioxidantes, como
los tocoferoles.

Determinacion de la actividad antioxidante por el método de 2, 2- difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

Se prepard una solucion stock de DPPH al 40 % en metanol, de esta solucion se tomo 3
mL y se diluy6 con 42 mL de metanol presentando una absorbancia de 0,682.

Tabla 2. Captacion de radical libre DPPH de Trolox.

Concentracién Absorbancia Inhibicion IC 50 (ng/mL)
del Trolox (%)
(ng/mL) DPPH
0 0.4581 0.0000 2.4264
1,2 0.3379 26.2334
2,1 0.2532 44,7242
3 0.1721 62.4218
39 0.0845 81.5602
4,8 0.0284 93.8000
100
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Figura 3. %lnhibicién DPPH vs Estandar Trolox®.

Tabla 3. Captacion de radical libre DPPH del ACEITE ESENCIAL.

Concentracion Absorbancia Inhibicién IC 50 (mg/mL)
del aceite (%)
(mg/mL) DPPH
0 0.5223 0 273.029
59.96 0.4523 13.4014
132.4 0.3950 24.3778
215.62 0.3160 39.5022
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Figura 4. Grafica de dispersion % Actividad Antioxidante vs Concentracion.

TEAC =0.0089mg Trolox/g muestra

Para el método de actividad antioxidante mediante la captacion del radical libre 2, 2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), el aceite esencial de hojas de Cinchona pubescens Vahl.
presenta un TEAC de 0.0089mg Trolox/g muestra, lo que se expresa como una actividad
antioxidante muy baja.

Determinacion de la actividad antioxidante por el método de f, p’- azinobis-(3
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTSe+)

Se preparo una solucion stock de ABTS al 2,45 mM en metanol, de esta solucidn se tomé
600 uL, y se diluyo con 36 mL de metanol presentando una absorbancia de 0,718.

Tabla 4. Captacion de radical libre ABTS de Trolox.

Concentracion Absorbancia Inhibicion IC 50 (ng/mL)
del Trolox (%)
(ng/mL) ABTSe+
0 0.6757 0.683 3.1793
0.8 0.5853 0.614
1.8 0.5091 0.5061
2.8 0.3808 0.3802
3.8 0.2834 0.2673
4.8 0.1637 0.1647
5 70
L 2

Concentracion de Trolox® (ug/mL)

1 2 3 - S

Figura 5. %Inhibicion ABTSe+ vs Estandar Trolox®.
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Tabla 5. Captacion de radical libre ABTS del aceite esencial.

Concentracion Absorbancia Inhibicion (%) IC 50 (mg/mL)
del aceite ABTSe+
(mg/mL)
0 0.6423 0 1.2801
0.312 0.6190 3.6326
0.415 0.5680 11.5724
0.52 0.4860 24.3383

30
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0,0 mg/mL 0,312 mg/mL 0,415 mg/mL 0,52 mg/mL

Figura 6. %Inhibicion del radical ABTSe+.
TEAC = 3.5584mg Trolox/g muestra

Para el método de actividad antioxidante por el método de captacién del radical catiénico
de B, B’- azinobis-(3 etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTSe+), el aceite esencial de hojas
de Cinchona pubescens Vahl. presenta un TEAC de 3.5584mg Trolox/g muestra, lo que
Se expresa como una actividad antioxidante muy baja. Sin embargo, se resalta que este
valor es mayor en comparacion con el TEAC por el método de DPPHe+.

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método FRAP

Se colocd en un tubo de ensayo 50uL de la muestra problema y 950uL de la solucion de
trabajo de FRAP, luego se procedi6 a realizar la lectura de absorbancias a 593 nm (18).
Ademas, se midio el IC50 (concentracion minima necesaria para inhibir al 50% del
FRAP) y el AAEAC (capacidad antioxidante equivalente al acido ascorbico) en mg de
acido ascorbico/g de extracto.

Tabla 6. Poder reductor Férrico del estandar acido ascorbico.
Concentracion Absorbancia

(umol/L) (A)
5 0.0307
10 0.1537
15 0.3200
20 0.4250
25 0.5453
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Absorbancias

Figura 7. Poder reductor férrico de Acido Ascorbico.

Tabla 7. Poder reductor férrico del aceite esencial.
Concentracion Absorbancia

(mg/ml) (Abs)
8.994 0.048
19.86 0.391

Absorbancias a 593nm

Ccncentracion del aceite esencial mg/mL

10 20 30 40 50 60 70

o
=]
o
0
il

Figura 8. Poder reductor férrico del aceite esencial.

Para el método de actividad antioxidante mediante el poder antioxidante reductor del
hierro (FRAP), el aceite esencial de hojas de Cinchona pubescens Vahl. presenta un
TEAC de 1.622 mg AA/g muestra, lo que se expresa como una actividad antioxidante
muy baja.

La actividad antioxidante segin el método DPPH determind que su 1C50 fue de 273.029
mg/mL, un dato muy alejado en comparacion a su estandar (Trolox) el cual su 1C50 fue
de 2.4264 ug/mL. Un resultado similar fue alcanzado a traveés del método ABTS, donde
el IC50 fue de 1.2801 mg/mL, mientras que para el estandar se encontré un IC50 de
3.1793 ug/mL. En el ensayo de FRAP se determiné un poder reductor de hierro
equivalente a 1.622 mg AA/ g aceite. Estos tres resultados demuestran la baja actividad
antioxidante encontrada en el aceite esencial extraido de las hojas de esta especie de
Cinchona, explicada por la ausencia de fitoquimicos con este tipo de propiedades.
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Determinacion de la actividad antimicrobiana y anti-Candida albicans del aceite
esencial de las hojas de Cinchona pubescens Vahl.

Los resultados de la lectura indicaron la ausencia de halos de inhibicion para las diferentes
placas donde se enfrentaron los diferentes microorganismos con la Cinchona pubescens
Vahl., el cual indicaria un nivel de sensibilidad nula de los microorganismos hacia el
aceite esencial de quina (Figura 1) segun la escala de Duraffourd (3).

Figura 9. Antibiograma de las cepas Streptococcus mutans, Enterococcus feacalis y
Candida albicans frente al aceite esencial de Cinchona pubescens Vahl.

En relacién a la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Cinchona pubescens
Vahl., esta no presento actividad sobre los tres microorganismo enfrentados;
Streptococcus mutans, Enterococcus feacalis y Candida albicans, Estudios como el de
Rojas et al. Determinaron que el extracto alcoholico de Cinchona officinalis tuvo efecto
antimicrobiano sobre Sthaphylococcus aureus, Bacillus cereus, Streptococcus
hemolyticus, Pseudomona aeruginosa y Candida albicans. No presentando efecto sobre
Eschericha coli. Si bien es cierto que el efecto sobre Candida es contradictorio con los
resultados del estudio, se tiene que indicar que el producto que utilizamos en la prueba es
distinto, en la investigacidn se usé un aceite esencial. asi también en el mismo estudio de
Rojas et al. al probar el extracto acuoso de la Cinchona officinalis, esta no genera ningun
efecto antimicrobiano sobre los diferentes microorganismos mencionados en su estudio,
esto indicaria que el uso del alcohol para la maceracion de la planta podria ser un factor
que generaria una mayor liberacion de los principios activos antimicrobianos de la planta,
que en este caso podrian ser los alcaloides u otros (22). Ademas, estudios como el de
Antika et al., indican que un derivado de la quina, el éster propionato de quinina a la
concentracion del 5% del extracto tiene un efecto sobre E. coli. P. aeruginosa y Bacillus
subtilis, no presentando efecto sobre S. aureus (23). Rami¢ et al., determino que
derivados de la Cinchona; cinchonina y la cinchonidina presentaron actividad
antimicrobiana sobre bacterias Gram positiva y Gram negativas (24). En el mismo sentido
Reza et al., menciona en su revision que derivados de Cinchona (Quinina y otros) tienen
efectos antibacterianos, antiviral y antifingicos, resaltando su efecto antibacteriano sobre
S. aureus, Streptococcus neumoniae, P. aeruginosay E. coli, indicando que derivados de
la quinina inhibirian la sintesis del ADN por derivados de la quinolina que generaria la
muerte bacteriana a medida que se fragmenta el ADN girasa. Asi también en relacion con
su actividad antifungica contra C. albicans esta se daria por una quinolina que generaria
cambios en la permeabilidad de su membrana y perdida del potencial de la membrana
mitocondrial (25). Los autores antes mencionados enfatizan alguna actividad
antimicrobiana de la Cinchona, pero evaluando productos derivado de la planta, en el
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estudio realizado se utiliz6 un aceite esencial de Cinchona, un producto total, diferente a
un extracto u otros derivados, que no presento una actividad antimicrobiana con los
microorganismos enfrentados, tal vez la preparacion de extractos alcohdlicos con la
corteza de la planta o de compuestos quimicos derivados de la planta serian la mejor
opcidn para evaluar su actividad antimicrobiana.

CONCLUSIONES

La composicion quimica del aceite esencial extraido de las hojas de Cinchona pubescens
Vahl. realizada mediante un andlisis HPLC detecto la presencia en mayor porcentaje del
fitol (36,98 %), n-Tetratetracontano (9,38 %) y heneicosano (6,69 %). Ademas, el aceite
esencial extraido de las hojas de Cinchona pubescens no presenta actividad antioxidante
de importancia por los métodos DPPH, ABTS y FRAP; del mismo modo en que no
presenta actividad antimicrobiana ni anti-Candida albicans contra los microorganismos
estudiados como son S. mutans, E. faecalis y C. albicans. De este modo, se observa que
la especie estudiada presenta componentes antimicrobianos y antioxidantes no volatiles,
que pueden ser extraidos con solventes liquidos, mas no forman parte de su aceite
esencial.
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DECOLORACION DE EFLUENTES TEXTILES QUE
CONTIENEN COLORANTES REACTIVOS
MEDIANTE EL METODO DE ELECTRO-

OXIDACION CON ELECTRODOS DE TITANIO

Teodardo J. Cardenas Mendoza*?, Maria Quinto Sanchez®, Emilia G. Hermoza Guerra®,
Carmen L. Uribe Valenzuela®

RESUMEN

En este trabajo de investigacion se aplico el método electro-oxidacion para la
decoloracién de los efluentes reales y simulados provenientes de los procesos de tefiido
del algodo6n con colorantes reactivos, este método fue aplicado utilizando electrodos tipo
malla, el catodo de titanio y el anodo de titanio recubierto con rutenio e iridio. Se
utilizaron dos tipos de reactores, de un compartimiento y compartimiento doble separado
con membrana de intercambio, con el fin de comparar el desempefio electroquimico en la
decoloracién de efluentes textiles que contienen colorantes reactivos (Corafix Blue Mers
150%, Corafix Golden Yellow Mer 150% y Corafix Red Me-4B 150%).

Durante los ensayos de decoloracion, se realizé el seguimiento del contenido de colorante
y cloro mediante espectrofotometria UV-visible. En las pruebas de laboratorio se traté el
efluente simulado a la concentracion de 300 mg/L de colorante rojo, siendo el reactor de
dos compartimientos més eficiente con 95.9% de decoloracion. En las pruebas piloto se
logré decolorar 99.1% al efluente real. Finalmente se reuso el efluente real tratado en una
prueba de tefiido, obteniendo resultados de color aceptables en la industria textil.

Palabras clave: Electro-oxidacion, efluentes textiles, colorantes reactivos, electrodo de
titanio, redso.

DECOLORIZATION OF TEXTILE EFFLUENTS CONTAINING
REACTIVE DYES USING THE ELECTRO-OXIDATION
METHOD WITH TITANIUM ELECTRODES

ABSTRACT

In this research, the electro-oxidation method was applied to decolorize real and simulated
effluents from cotton dyeing processes with reactive dyes, this method was applied using
mesh type electrodes, the titanium cathode and the titanium anode coated with ruthenium
and iridium. Two types of reactors were used, one-compartment and separated double-
compartment with exchange membrane, to compare the electrochemical performance in
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the decolorization of textile effluents containing reactive dyes (Corafix Blue Mers 150%,
Corafix Golden Yellow Mer 150% and Corafix Red Me-4B 150%).

During discoloration tests, the dye and chlorine content was monitored using UV-visible
spectrophotometry. In the laboratory tests, the simulated effluent was treated at a
concentration of 300 mg/L of red dye, with the two-compartment reactor being more
efficient with 95.9% decolorization. In the pilot tests, 99.1% of the real effluent was
decolorized. Finally, the real treated effluent was reused in a dyeing test, obtaining
acceptable color results in the textile industry.

Key words: Electro-oxidation, textile effluents, reactive dye, titanium electrode, reuse.

INTRODUCCION

La industria textil consume grandes cantidades de agua en sus operaciones de tefiido y
acabado?. Los efluentes de la industria textil presentan una variedad de contaminantes
cuyos parametros caracteristicos son: color (1100-4500 unidades), demanda quimica de
oxigeno (800-1600 mg/L), pH alcalino (9-11) y solidos totales (6000-7000 mg/L)?2. Los
colorantes reactivos son los mas utilizados en el tefiido de sustratos textiles de celulosa,
ellos generan efluentes problematicos debido al bajo poder de agotamiento y fijacién en
la fibra, por consiguiente, el colorante no fijado se encuentra en altas concentraciones en
los efluentes textiles.

Los procesos de oxidacion avanzada (PAO’s) como las técnicas electroquimicas basadas
en la electrolisis del efluente son una alternativa promisoria que se viene investigando
para el reuso del efluente en los procesos textiles 3. La decoloracion se logra por la
oxidacion de la molécula del colorante, ruptura del enlace azo y posterior mineralizacion®.
En el Peru se ha investigado la decoloracion de efluentes textiles aplicando los siguientes
métodos: adsorcion con carbon activado®, coagulacion con coagulantes naturales®,
tratamiento bioldgico’, fotocatalisis® y procesos de oxidacion avanzada®. En la mayoria
de los casos se trabajo a nivel de laboratorio y con colorantes individuales, siendo poca
la experiencia con efluentes reales.

Respecto a la decoloracion por el método de electro-oxidacion hay experiencia con
diversos colorantes 1° y reactores .

PARTE EXPERIMENTAL

Las pruebas se realizaron en el Laboratorio N° 21 de la Facultad de Ingenieria Quimicay
Textil de la Universidad Nacional de Ingenieria. Se construyeron tres reactores, se
ensayaron dos efluentes simulados (colorante Unico y tricromia) y un efluente real y se
utilizé una fuente de corriente continua.

Reactores de electro-oxidacion

El reactor R1, tenia un compartimiento de 500 mL de volumen efectivo dentro del cual
se ubicaron los electrodos, ver Figura 1.a.

El reactor R2, tenia dos compartimientos, de 400 mL de volumen efectivo cada uno. El
primer compartimiento, anodico, donde se colocé la solucion a tratar; y el otro, catodico,
donde se colocé la solucion salina a la misma concentracion que la solucién a tratar,
separados mediante una membrana de intercambio cationico que fue adquirida de la
empresa “Membranes International Inc.”, la cual tiene un area de 36 cm?, ver Figura 1.b.
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En ambos reactores los electrodos que se utilizaron fueron tipo malla: como catodo, dos
electrodos de titanio y como anodo, dos electrodos DSA de titanio recubiertos con rutenio
e iridio, estos electrodos fueron adquiridos de la empresa “Sophia's wholesale
titanium,nickel,tantalum”, los cuales estan recubiertos 1.1 mm por ambos lados. area total
de 50 cm?.

Disposicion de electrodos: Anodo-Anodo/membrana/Céatodo-Cétodo, distancia entre
electrodos de 2 cm, intensidad de corriente 0.5 A, densidad de corriente 1 A/dm? y un
tiempo de 30 minutos.

RECTIFICADOR DE CORRIENTE RECTIFICADOR DE CORRIENTE
rojo negro rojo negro
+ - + -
Donde:
A: semicelda anddica;
B: semicelda catddica;
\ \ C: membrana de
intercambio catiénico;
@A A c c ® @ ® D: anodo;

00—
Iy Ul
AN

(a) ReacTorR1 (b) REAcTORR2

| m—m— e

Figura 1. Esquemas de reactores: (a) Reactor R1. (b) Reactor R2

El reactor piloto R3, se basd en el disefio del reactor R2 con la mejora de capacidad
aumentada en un sistema de flujo circulante. Este reactor estuvo formado de cuatro capas
rectangulares de resina solida translucida intercaladas con capas de silicona, formando
dos compartimientos mediante la membrana de intercambio catiénico. Los electrodos
fueron los mismos utilizados en los reactores anteriores. El efluente a tratar se colocé en
el compartimiento anddico y la solucion salina en el compartimiento catddico, ver Figura
2.a. Las soluciones suministradas al reactor R3 fueron descargadas desde dos recipientes
de 20 L cada uno, mediante un sistema de bombas a un caudal fijo de 78 mL/s y valvulas
manuales conectadas al reactor mediante mangueras, ver Figura 2.b.
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FUENTE DE
CORRIENTE CONTINUA
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hd

TANQUE
Titanio recubierto Titanio CATODICO
con iri io

SISTEMA PILOTO BATCH

Figura 2. (a). Esquema del sistema batch de electro-oxidacion. (b) Reactor R3. Donde: A:
membrana de intercambio cationico, B: anodo (solucién a tratar), C: catodo.

Preparacion de los efluentes textiles con colorante reactivo, simulados y reales

Se prepararon dos efluentes simulados, ademéas de contar con un efluente real. La
formulacién del efluente simulado de color rojo fue: 300 mg/L colorante reactivo Corafix
Red ME-4B 150%, 50 g/L NaCl y la cantidad necesaria de NaOH para alcanzar valores
de pH de 10a 12,

El efluente real procedia de un proceso de tefiido isotérmico a 60 °C por 60 minutos, el
cual contenia 1% de cada colorante reactivo, Corafix Blue MERS 150%, Corafix Golden
Yellow MERS 150% y Corafix Red ME-4B 150%, NaCl, NaOH para ajustar el pH y los
siguientes auxiliares de tefiido: secuestrante (Rucoquest 100-P), antiquiebre (Rucolin
RSO), igualante (Rucogal EDR), buffer (Ruco control) y Ruco dye (alcaligeno).

La solucidn salina que se utilizé en el compartimiento catodico de los reactores R2 y R3
se elaboro con 50 g/L de NaCl.

Caracterizacion de los efluentes textiles con colorante reactivo, simulados y reales

El efluente simulado de color rojo se caracteriz6 mediante espectroscopia UV-visible!? a
las concentraciones de 4, 8, 10, 20, 40, 60 y 80 mg/L, pH 4, 7 y 10, con la adicion de sal
(20 g/L) y auxiliares de tefiido que se utilizaron en el efluente real.

Se correlacionaron los datos de concentracion vs. absorbancia a la longitud 530 nm con
la ecuacion de la ley de Lambert-Beer.

Del mismo modo se caracterizd la solucion estandar de cloro con reactivo DPD®
mediante espectroscopia UV-visible y se elabord la curva de concentracion vs.
absorbancia para confirmar la ley de Lambert- Beer.

Ademas, se midieron el pH, conductividad, turbidez, s6lidos suspendidos totales (SST) y
demanda quimica de oxigeno (DQO) de los efluentes antes y después del proceso de
decoloracion.

En el caso del efluente real se obtuvieron los espectros de absorcion UV-visible, se
midieron el pH, conductividad, turbidez, solidos suspendidos totales (SST) y demanda
quimica de oxigeno (DQO), antes y después del proceso de decoloracion.
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Decoloracion del efluente textil a nivel laboratorio

La decoloracion consistio en el tratamiento del efluente simulado mediante el método de
electro-oxidacion en los reactores R1 y R2 y sus condiciones ya descritas. Los arreglos
en los reactores R1 y R2 se muestran en la Figura 3.

Figura 3. (a) Reactor R1. (b) Reactor R2. Donde: A: efluente, B: solucion salina, C: membrana de
intercambio i6nico, D: dnodo de titanio recubierto con rutenio e iridio, E: catodo de titanio.

Decoloracion del efluente textil a nivel piloto

El efluente simulado de tricromia y el efluente real fueron tratados en el reactor R3, la
distribucion de los electrodos es similar a la utilizada en el reactor R2. En la Tabla 1 se
muestran las condiciones de trabajo del reactor.

Tabla 1. Condiciones de las pruebas en el reactor R3

Parametro Prueba 1 Prueba 2
Efluente Simulado Real
Pares de electrodos 1 1
Separacion de electrodos, cm 6 6
Avrea de electrodo, dm? 0.36 0.36
Intensidad de corriente, A 0.5 1
Densidad de corriente, A/dm? 1.39 2.78
Membrana de intercambio Si Si
Tiempo, min 60 210
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Reuso en un proceso de tefiido

El efluente real tratado en el reactor R3, se filtré y elimind el cloro previo a ser reutilizado
en tefiido de algodon con 0.5% de colorante azul reactivo Corafix Blue MERS 150%, el
proceso de tintura fue isotérmico a 60 °C por 60 minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de efluente simulado y real

Se observa, en las Figuras 4.a 'y 4.b, que los espectros UV-visible del colorante reactivo
C.l. Reactive Red 195 (colorante simulado rojo) presentaron el mismo perfil en el rango
de concentraciones y pH ensayados: de 4 mg/L a 80 mg/L, pH 4, 7 y 10. La adicion de
sal y auxiliares no modificé las longitudes de onda de los picos y valles notables,
manteniendo también el mismo perfil, por lo cual se eligio la longitud de onda 530 nm
para hacer el seguimiento del proceso de decoloracion.

2.000 2.000

2 1.000) £ 1.000}
0.000 = 0.000 et i 1
300.00 475.00 650.00 300.00 475.00 650.00
nm.
2.000 2.000 EI
cs
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Figura 4. Espectros de absorcion de efluente simulado con colorante C.1. reactive red 195. (A) variacion
de concentracion. (B) variacion de pH. (C) variacion de sal. (D) adicion de auxiliares. Donde: C1: 4mg/L,
C2: 8mg/L, C3: 10 mg/L, C4: 20mg/L, C5: 40mg/L, C6: 60mg/L y C7: 80mg/L.
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Se verifico un buen ajuste lineal al relacionar la absorbancia con la concentracién (mg/L)
segun la ley de Lambert-Beer, del efluente con el colorante reactivo C.I. reactive red 195
(Ecuacion 1) y del estandar de cloro (Ecuacion 2).

Absorcion = 0.01938 x (Concentracién colorante’%) R2 =0.999 (Ecuacionl)

Absorcion = 0.13239 « (Concentraci()n cloro,%) R%? =0.999 (Ecuacion 2)

En la Figura 5 se muestran los principales parametros del efluente simulado rojo y del
efluente real antes del tratamiento, asi como el espectro UV-visible del efluente real
diluido.

Tabla 2. Parametros iniciales del efluente simulado rojo y el efluente real.

Parametro Prueba 1 Prueba 2
Efluente Simulado Real
pH 10-11 115
Conductividad, mS/cm 80 81.1
Temperatura, °C 25-30 34.2
Turbidez, NTU 1.9 172
SST, mg/L 6 169
DQO, mg/L 250-412 2477

DECOLORACION A NIVEL LABORATORIO

Pruebas en el reactor R1y R2

La Tabla 3 muestra la caracterizacion del efluente simulado rojo antes y después del
tratamiento por electro-oxidacion de las pruebas. El tiempo de tratamiento fue de 30
minutos a una densidad de corriente continua de 1 A/dm? en ambos reactores y se
monitorearon las variables de pH, conductividad, ORP, DQO, y concentracion de
colorante, cloro y sal antes y después del tratamiento. La variacién del pH y concentracion
del colorante durante el tiempo de tratamiento se observa en la Figura 5.

Tabla 3. Caracterizacion del efluente simulado rojo (C.1. reactive red 195), para 300 mg/L
de efluente y 50 g/L de sal durante 30 minutos, densidad de corriente 1 A/dm?. Antes y
después del tratamiento en el reactor R1 y en el reactor R2

Segun los datos de concentracion de colorante en la Tabla 3, se determiné que los
porcentajes de decoloracién para los reactores R1 y R2 fueron 16.2% y 95.9%,
respectivamente; en la Figura 5 es notorio que el grado de oxidacion del colorante fue
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mayor en el reactor R2 durante todo el proceso, lo cual también se observa en la
coloracion final de los efluentes tratados, ver Figura 6.

Prueba R1 R2

Inicio Final Inicio Final
pH 11.0 9.8 11.4 2.3
ORP (mV) 85.4 -254 80 1125
Sal (g/L) 50 48.6 50 49.9
Concentracion de colorante rojo(mg/L) 300 251.6 300 12.4
DQO (mg/L) 250 150 262 100

Decoloracion del efluente simulado rojo en reactores R1y R2

300 - 12
2\
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-

>
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§ 200 -8

S —8—R1 Conc. colorante
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8 =>e=R2 Conc. colorante
§ 100 r 4 —8—-R1 pH

Q

S 5o 2 R2 pH

g

§ 0 - =0

O 0 5 10 15 20 25 30

tiempo, minutos

Figura 5. Pruebas en los reactores R1 y R2. Grafica comparativa de tiempo vs. pHy
Concentracion de colorante C.I reactive red 195

Esto podria explicarse considerando que el reactor R2 cuenta con una separacion de los
compartimientos anodico y catddico, lo que evita la neutralizacion de los iones hidronio
que se forman sobre el &nodo, ver ecuaciones 4-8, permitiendo que el pH disminuya mas
rapido y por consiguiente las especies cloradas predominantes (iones hipoclorito y acido
hipocloroso) puedan oxidar mas eficientemente el colorante*,

Reaccion de reduccion (catodo):

2H,0 + 2e~ - 20H™ + Hy(y (Ecuacion 3)
Reaccion de oxidacion (anodo):
2C1™ > Clyac) + 27 (Ecuacion 4)

Cly(acy + H;0 & HCIO + CI~ + H* (Ecuacion 5)
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HCIO & H* + ClO~ (Ecuacién 6)

Colorante + ClO~ - C0, + H,0 + Cl~ (Ecuacion 7)

Reaccién de neutralizacion

OH~ + H* - H,0 (Ecuacion 8)

- K

g . = _—a S e - > -
Reactor R1 Reactor R2

Figura 6. Pruebas en los reactores R1 y R2. Coloracién de la solucién antes y después
del tratamiento

Decoloracion a nivel piloto

Se utilizé el reactor piloto R3 para tratar efluente simulado y real. En la Tabla 4 se
muestran las caracterizaciones del antes y después del tratamiento de electro-oxidacion
en el reactor R3.

Tabla 4. Caracterizacion del efluente simulado y efluente real con colorante C.I. reactive
red 195, antes y después del tratamiento en el reactor R3

Prueba N°1: Efluente simulado N°2: Efluente real
Inicio Final Inicio Final
pH 11 3.0 115 3.8
ORP (mV) 56.4 1099 -19.5 1045
Concentracién de colorante rojo(mg/L) 300 23.9 125.6 1.12
Concentracién de cloro (mg/L) 0 60.2 0 33.3
DQO (mg/L) 250 150 1537.5 1262.5

En la primera prueba se trato el efluente simulado rojo donde se obtuvo una eficiencia de
decoloracion del 92%, con una disminucion del 40% de DQO. En la Figura 7 se muestra
la variacion de concentracién del colorante simulado rojo y del pH vs. el tiempo de
tratamiento, ademas del color del efluente antes y después de ser tratado.
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Decoloracion del efluente simulado rojo en reactor R3
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Figura 7. Reactor R3 prueba 1. Arriba: gréafica de variacion de concentracion decolorante y pH. Abajo:
Coloracién de la solucion antes y después del tratamiento.

En la segunda prueba se traté el efluente real de una tricromia donde se obtuvo una
eficiencia de decoloracion del 99.1%. En la Figura 8 se muestra la variacion de
concentracion del colorante rojo y del pH vs. el tiempo de tratamiento, ademas del color
del efluente antes y despueés de ser tratado.

Decoloracion del efluente real en reactor R3

140.00 - 14
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© 0.00 -0 —e— colorante
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=i—=pH
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Figura 8. Reactor R3 prueba 2. Arriba: gréfica de variacion de concentracion de colorante y pH. Abajo:
Coloracién de la solucidn antes y después del tratamiento
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Figura 9. Espectro de absorcion UV-visible del efluente real, R3 prueba 2. Donde Al: Efluente real diluido

2/25 (inicial), A2: Efluente tratado después de 140 minutos, A3: Efluente tratado final, después
de 210 minutos (final)

TeAido con el efluente tratado

El efluente tratado de la prueba 2 del reactor R3 se acondiciond mediante filtracion al
vacio y eliminacion del cloro remanente con bisulfito de sodio.

Se realizo el tefiido de una tela de algodon con 0.5% de colorante reactivo Corafix Blue
MERS 150% utilizando efluente acondicionado. Simultaneamente se hizo una tintura
estandar con agua virgen utilizando el mismo porcentaje de colorante. Se midio el color
de las telas utilizando un espectrofotometro de reflectancia marca Data Color modelo
SF550, el valor de la diferencia de color obtenido fue DECMC:1.06, cercano a 1.00,
tolerancia maxima aceptado en la industria textil. Los colores obtenidos se muestran en
la Figura 10.
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Figura 10: Telas tefiidas. Izquierda: tefiido con agua virgen. Derecha: tefiido con efluente real tratado en
el reactor R3, prueba 2

CONCLUSIONES

Es posible decolorar hasta un 99.1% un efluente textil real procedente de la tintura de
algodon con colorante reactivos, mediante la electro-oxidacion en un reactor piloto batch
de flujo circulante con catodo de titanio y anodo de titanio recubierto con iridio y rutenio.
Es posible utilizar el efluente decolorado por electro-oxidacion para un nuevo proceso de
tenido y obtener resultados de color aceptables dentro de la tolerancia maxima usada en
la industria textil.

A nivel laboratorio el reactor R2 (dos compartimientos) es mas eficiente en la
decoloracién del colorante C.1. Reactive red 195 que el reactor R1 (un compartimiento),
siendo la eficiencia de decoloracién de 95.9% y de 16.2%, respectivamente.

Se valida que la espectrofotometria puede ser utilizada como método de seguimiento de
la decoloracion del colorante reactivo C.I. Reactive red 195.
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DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE SECRECION
DE UNA PROTEINA RECOMBINANTE EN LA
LEVADURA S. CEREVISIAE MEDIANTE ANALISIS
ELECTROFORETICO Y DETECCION POR
WESTERN BLOT

Sandy Nelly Mansilla Garcia*® , Ana Akemi Kitazono Sugahara™¢
RESUMEN

En este trabajo se determinaron los niveles de secrecion conferidos por dos diferentes
mecanismos en la levadura Saccharomyces cerevisiae, aplicados a la enzima glutation S-
transferasa (GST) y mediante ensayos de electroforesis y Western blot (o transferencia
Western). Se construyeron previamente plasmidos que permiten la produccién de dos
tipos de GST fusionadas con sendas secuencias que facilitan su secrecién (péptidos de
sefial, PS): el PS-Alfa (derivado del factor de apareamiento alfa) y un PS-sintético
(disefiado a partir de secuencias de consenso derivadas de proteinas que son
eficientemente secretadas en la levadura). Después de la separacion electroforética de las
muestras de proteinas intracelulares y extracelulares, se realiz6 un ensayo de Western blot
que permitié la deteccion especifica de GST mediante un anticuerpo monoclonal. Los
ensayos permitieron la identificacion de varias formas de GST, en su forma procesada
extracelular (26 kDa) y otras de mayor tamafio, siempre intracelulares, dependiendo del
péptido sefial (PS) utilizado. Sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles
extracelulares de GST, demostrando que con las condiciones aplicadas, ambos péptidos
sefial son similarmente eficientes en la promocién de la secrecion de proteinas.

Palabras clave: inmunoblotting, glutation S- transferasa (GST), levadura
Saccharomyces cerevisiae, niveles de secrecion, secrecion enzimatica, péptido sefial alfa,
péptido sefal sintético.

DETERMINATION OF THE SECRETION EFFICIENCY OF A
RECOMBINANT PROTEIN IN THE YEAST S. CEREVISIAE
BY ELECTROPHORETIC ANALYSIS AND WESTERN-
BLOT DETECTION

ABSTRACT

The main goal of this work was to investigate the secretion levels that can be achieved
when using two different mechanisms in the yeast Saccharomyces cerevisiae and the
enzyme glutathione S-transferase (GST), and via electrophoresis and Western-blot
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assays. The respective plasmids were previously constructed, which allowed the
production of the GST enzyme fused to two different secretion signals (signal peptides,
SP): the alpha SP (derived from the alpha mating factor) and a synthetic SP (designed
from consensus sequences derived from proteins that are known to be efficiently secreted
in yeast). After the intracellular and extracellular protein fractions were separated by
electrophoresis, a Western blot assay was performed using a monoclonal anti-GST
antibody for the specific detection of the protein. These assays allowed the identification
of several intracellular forms of GST with diverse sizes depending on the SP, but only the
mature 26 kDa form was found in the extracellular fraction. However, no difference was
observed on the extracellular levels of GST, which indicated that, under the applied
conditions, both SPs are similarly efficient promoting protein secretion.

Key words: immunoblotting, glutathione S- transferase (GST), yeast Saccharomyces
cerevisiae, secretion levels, enzyme secretion, alpha signal peptide, synthetic signal
peptide.

INTRODUCCION

Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo ampliamente utilizado en investigacion
y en procesos biotecnoldgicos gracias a que presenta ventajas como rapido crecimiento,
facil cultivo y manipulacion genética, y un simple pero eficiente sistema de secrecion de
proteinas!=. Esta Gltima caracteristica es muy importante para su aplicacion a nivel
industrial y de investigacidn porque facilita la etapa de purificacion de proteinas. Por esta
razon se han desarrollado numerosas investigaciones buscando optimizar el rendimiento
de secrecion proteica*®. Para lograr que una proteina sintetizada en la célula sea
secretada, es necesaria la presencia de una secuencia de péptido sefial (PS), cuya
secuencia codificante puede estar incluida en el plasmido de expresiéon. Varios
investigadores han demostrado que la eficacia de secrecion de una proteina depende en
parte de la secuencia del PS, la que puede optimizarse originando los llamados PS
sintéticos>®. Importantemente, el efecto de un PS sobre la secrecion de una proteina debe,
necesariamente, ser determinado experimentalmente.

Este estudio tuvo como finalidad determinar los niveles de secrecion que pueden
alcanzarse al usar dos tipos de PS. EIl primero es un PS nativo, PS-alfa, derivado de la
proteina usada por S. cerevisiae como un factor de apareamiento durante la reproduccion
sexual. El segundo PS es denotado como “sintético” (PS-sintético) ya que es una
secuencia optimizada disefiada a partir de las proteinas Ypsl/Yap3/TA57, las cuales son
secretadas eficientemente en la levadura®. Para determinar los niveles de secrecion con
los dos tipos de PS, se empled a la enzima glutation S-transferasa (GST), que cataliza la
conjugacion de glutatién a compuestos xenobi6ticos para promover la desintoxicacion.
GST es frecuentemente como una etiqueta que permite la eficiente purificacion y
deteccion de las respectivas proteinas de fusion’. Por esta razon, se han desarrollado
multiples anticuerpos monoclonales que permiten su deteccion mediante Western blots
(inmunoblots, transferencia de proteinas), el método aplicado en este estudio®. Los
ensayos aplicados demostraron que, aunque se presentan diferentes versiones
intracelulares de GST, con diferentes tamarios, solo la forma madura y procesada (libre
del respectivo péptido sefial) puede ser detectada en la fraccion extracelular.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y cepas de levadura

Los plasmidos que permitieron la produccion de las proteinas analizadas estan listados en
la tabla 1°. EIl plasmido original, denotado pJN1, asi como la cepa correspondiente (un
mutante que es deficiente en la enzima triosa fosfato isomerasa, tfiNE®) fueron gentilmente
proveidos por el laboratorio del Dr. Jens Nielsen®®. La cepa tfiNE® no puede proliferar en
medio conteniendo glucosa ya que la deficiencia enzimatica causa la acumulacion de
metilgioxal, un compuesto citotoxico. El plasmido pJN1 incluye como marcador de
seleccién al gen que codifica para la triosa fosfato isomerasa y por tanto, permite el
crecimiento de los transformantes que lo incluyen en medio conteniendo glucosa.

Tabla 1. Plasmidos pJN1 modificados para este estudio®

Nombre Descripcion Uso
Alf Incluye la secuencia codificante Control negativo  de
pAlTa L

para el PS-alfa secrecion
sint Incluye la secuencia codificante Control negativo  de
pain o -

para el PS-sintético secrecion

Incluye la secuencia codificante Secrecién de GST bajo la
pAlfaGST ) L

para GST fusionada al PS-Alfa direccion del PS-alfa

) Incluye la secuencia codificante Secrecion de GST bajo la

pSIintGST

para GST PS-sintético direccién del PS-sintético

Preparacién de las muestras para los ensayos de los niveles de secrecién de GST en
los transformantes de levadura

Los transformantes tfiNE¢ que incluian los plasmidos de secrecion fueron inoculados en
20 ml de caldo YPD (extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%) a una
absorbancia inicial (600 nm) de 0.05. Los cultivos fueron incubados a 30 °C en agitacién
a 2000 RPM por 30 horas y segun se indica en la figura 1, se colectaron las muestras M1
(medio + células), M2 (s6lo células) y M3 (solo sobrenadante). Ademas de la cepa tfiNE®
Se usaron como controles a los transformantes de una cepa con genotipo W303%!, que
producian GST solo intracelularmente (plasmido pEGH)®.

En todos los casos se usé 250 pl de cada suspension celular para la preparacion de las
muestras a analizar’®. Para el caso de las muestras M2 (sedimento celular), después de
su obtencion se lavaron dos veces y luego se re-suspendieron con agua, para obtener un
volumen final de 250 ul. A cada muestra se le agregd acido tricloroacético (TCA) hasta
alcanzar una concentracion de 15%, se agito y guardé a —20 °C por un dia’*. Pasado este
tiempo, se centrifugd a 13500 RPM por 15 min, se desecho el sobrenadante, se hicieron
tres lavados con etanol, dejando en cada lavado los tubos en la congeladora por 10 min
antes de centrifugar. Después de eliminar el sobrenadante se dejé secar el sedimento a
temperatura ambiente.
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En caso de las muestras M1 y M2 que incluyen células y para asegurar su ruptura, los
sedimentos fueron re-suspendidos en 40 ul de una solucidn conteniendo 1% SDS y 0.1N
NaOH, y se agreg6 15 pl del buffer de muestra concentrado (4X). Para la preparacion de

Medio: YPD Toma de muestras: 30h

Precipitado:
\ / M2: Células

M1: Medio + | Centrifugar »

Células / Na ; Sobrenadante:
' / M3: Medio

Figura 1. Descripcidn de la estrategia seguida para la determinacion de los niveles de
GST intracelulary secretado. Los cultivos fueron incubados por 30 horas y alicuotas
de 250 plfueron tomadas en cada caso, para obtener las mezclas totales (medioy
células, M1), solo el sedimento (M2), o el sobrenadante (M3).

20 ml de esta solucion se mezclaron 8.0 ml de 1M Tris-HCI pH 6.8, 1.6 g de SDS, 8.0 ml
de glicerol, 4.0 ml de B-mercaptoetanol, y 40 mg de azul de bromofenol). Las muestras
M3 recibieron directamente 55 ul del buffer de muestra. Finalmente, todas las muestras
fueron tratadas a 96 °C por 5 min. Para las separaciones electroforéticas (SDS-PAGE) se
siguid un procedimiento similar al descrito por el Dr. Armando Yarlequé y colegas™®.

Separacion electroforética y deteccion de GST mediante Western blot

Se cargaron las muestras preparadas en un gel discontinuo de poliacrilamida-SDS para
realizar la electroforesis (15x10 cm, gel de concentracion 6%, gel de separacion 12%).
La electroforesis se llevo a cabo a voltaje constante (55V) por 10 horas. Las proteinas asi
separadas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa usando un sistema liquido
(buffer TGS conteniendo 20% etanol) a voltaje constante (20V, 12 horas). Para la
preparacion de 1 litro del buffer TGS, se requiere 14.4 g de glicina, 3.0 g de Tris base, y
0.5 g de SDS. Para comprobar si las transferencias de las proteinas fueron 6ptimas, las
membranas de nitrocelulosa fueron sometidas a tincion de manera reversible con el kit
“Memcode” (Thermo Scientific Pierce). Posteriormente, las membranas fueron
bloqueadas por 30 min con una suspension de leche en polvo descremada al 5% en buffer
TBS-T 1X (20 mM Tris base, 0.8% NaCl, 0.1% (v/v)Tween 20, pH 7.6), luego se lavo
brevemente con TBS-T 1X. La deteccion se realizo usando un anticuerpo monoclonal de
raton anti-GST (Novagen) diluido 1:5000 y un anticuerpo secundario de cabra conjugado
a peroxidasa (1:1000), que reconoce inmunoglobulinas G (IgG) de ratdén (ThermoFisher
Pierce). Las soluciones de anticuerpos fueron preparadas en la suspension de leche en
polvo descremada al 5% en TBS-T 1X. Ambos tratamientos se realizaron a temperatura
ambiente por una hora. Para la deteccion, se us6 un kit de quimioluminiscencia (Pierce)
y autoradiografia con 15 minutos de exposicién. El revelado de los films de rayos X se
realiz6 manualmente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La cepa tfiNE® fue usada para determinar las respectivas eficiencias de secrecion, siendo
transformada con los plasmidos pAlfa, pSint, pAlfaGST y pSintGST (tabla 1). Primero,
se evaluaron los niveles de expresion y secrecion logrados con el plasmido pSintGST,
como se observa en la figura 2. De izquierda a derecha, los carriles 1 y 2 contienen las
proteinas intracelulares y extracelulares, respectivamente, de un control con confirmada
robusta expresion de GST basado en la cepa de genotipo W303L. Los carriles 3 y 4
contienen las proteinas totales (intracelulares y extracelulares) y solo las proteinas
intracelulares, respectivamente, del transformante tfiNE¢ que incluye el plasmido
pSintGST. Se puede observar que el carril 3 muestra ligeramente mayor contenido de
GST que el carril 4, como era de esperar ya que incluye la suma de proteinas totales.
Finalmente, el carril 5 contiene sélo proteina extracelular.

Control positivo =0 (pSIntGST)
Intra Extra Total Intra ML gls\'y s EXtra

Control positive tHVEC (pSintGST)
Intra Extra Total Intra ety EXtrR

26 kDs

Figura 2. Andlisis de los niveles de produccidny secrecion de GST usando el
plasmido pSintGST en la cepa tfiN®. El panel superior muestra a las proteinas tefidas
en la membrana de nitrocelulosa, antes de proceder al tratamiento con los
anticuerpos. Elcarrilen el extremo derecho incluyé al marcador de tamafo de
proteinas (Novex Sharp Pre-Stained Protein Standards, Invitrogen). El panelinferior
muestra un resultado representativo del ensayo de Western blot con el anticuerpo
anti-GST. El control positivo corresponde a una cepa que produce exclusivamente la
forma intracelular de GSTy por tanto, la fraccidn extracelular (linea 2) no presenta a
ninguna banda. Asimismo, se puede verificar la presencia de versiones de mayor
tamafo de GST solo en las fracciones total e intracelular (lineas 3y 4). Lalinea 5
presenta solo una banda de 26 kDa que corresponde a la forma escindida de GST, sin
el péptido sefal sintético.
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De la misma forma se evalu6 la secrecion utilizando el plasmido pAlfaGST en tfiNEC, En
la figura 3, de izquierda a derecha, los carriles 1y 2 contienen las proteinas intracelulares
y extracelulares del control positivo (W303), respectivamente. La disposicion de las
muestras y su presentacion es similar a la aplicada a los ensayos mostrados en la figura
2. En ambos casos, se pudo demostrar que en las fracciones totales e intracelulares se
evidenciaban varias bandas que eran reconocidas por el anticuerpo anti-GST, incluyendo
a la del tamafio esperado de 26 kDa. Como era esperado, ademas, por las caracteristicas
de los péptidos sefial, se encontraron bandas de mayor tamafio correspondiente al
precursor PS-alfa-GST (figura 3 carriles 3 y 4) que a los encontrados para el precursor
PS-sintético-GST (figura 2 carriles 3 y 4). Sin embargo, en ambos casos, la proteina
encontrada en la fraccion extracelular correspondia casi exclusivamente a la proteina de
26 kDa, con el tamafio esperado después de la escision del respectivo péptido sefial.

Control positivo tiNEC (pAlfaGST)
Intra Extra Total Intra SineA Extra

“ lv . J
~ -~ b
'.?.é_: e [
Control positivo tiNEG (pAlfaGST)

Intra Extra Total Intra \ﬂl%?l‘k.-\ Extra

26 kDa

Figura 3. Analisis de los niveles de producciony secreciéon de GST usando el
plasmido pAlfaGST en la cepa tfiN¥®. El panel superior muestra a las proteinas
tenidas en la membrana de nitrocelulosa, antes de proceder al tratamiento con
los anticuerpos. Elcarril en el extremo derecho incluyd al marcador de tamafio
de proteinas (Novex Sharp Pre-Stained Protein Standards, Invitrogen). El panel
inferior muestra un resultado representativo del ensayo de Western blot con el
anticuerpo anti-GST. El control positivo corresponde a una cepa que produce
exclusivamente la forma intracelular de GSTy por tanto, la fraccién extracelular
(linea 2) no presenta a ninguna banda. Asimismo, se puede verificar la presencia
de versiones de mayor tamafio de GST solo en las fracciones total e intracelular
(lineas 3y 4). Lalinea 5 presenta solo una banda de 26 kDa que corresponde a la
forma escindida de GST, sin el péptido sefal alfa.

Para poder hacer una comparacion de los resultados entre los diferentes transformantes,
se corrieron las muestras correspondientes a los transformantes que incluyen los
plasmidos pAlfaGST, pSintGST y pAlfa/pSint (controles negativos), en un mismo gel.
En los paneles Ay B de la figura 4, de izquierda a derecha, los carriles 1 y 2 contienen
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las proteinas intracelulares y extracelulares del control positivo (W303), respectivamente.
Se observa claramente la banda esperada s6lo en el carril 1, debido a que, para este
control, se espera un contenido netamente intracelular. Los carriles 3 y 4 contienen las
proteinas totales (intracelulares y extracelulares) y solo las proteinas intracelulares,
respectivamente, del transformante que incluye el plasmido pSintGST. EIl carril 5
contiene las proteinas intracelulares del transformante con pAlfaGST, y el carril 6
contiene las proteinas totales del transformante con el plasmido vacio pSint que, como
era de esperarse, no evidencia expresion de GST.

En los paneles C y D de la figura 4 de izquierda a derecha, los carriles 1y 2 contienen las
proteinas intracelulares y extracelulares del control positivo (W303), respectivamente.
Los carriles 3 y 4 contienen las proteinas totales (intracelulares y extracelulares) y s6lo
las proteinas intracelulares del transformante con pAlfaGST, respectivamente. El carril
5 contiene las proteinas intracelulares del transformante con pSintGST. Finalmente, el
carril 6 contiene las proteinas totales del transformante con pAlfa que no evidencia
expresion de GST. Estos resultados confirman los diferentes tamafios de las proteinas de
fusion (PS-alfa-GST y PS-sintético-GST), ademas de la especificidad del anticuerpo anti-
GST usado, evidenciado por la ausencia de bandas en los controles.

Coow il prsnt W e ONT o SAMMOS T - Control pumecs I PANGGST) |16 S GST *
INTRA EXTRA = TOTAL INTRA INTRA

INTRA EXTRA TOTAL INTRA INTRA pAMS
OTAL
-e

Comerol gty o oFT0 (ANRGST R S

Coemcl prastr « N e GAT '™ SAMCATY
NTRA BXTRA TOTAL INTRA NTRA e NTRA EXTRA TOTAL INTRA NTRA rn
TOTAL oAl

VADe

Figura 4. Resultados de los ensayos de Western Blot para el andlisis de los niveles de
producciény secrecion de GST usando los plasmidos pAlfaGST y pSintGST en la cepa
tfiNE®, El marcador de tamafio de proteinas empleado fue PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder (Fermentas). A.y C. Tincion de las proteinas transferidas en la
membrana de nitrocelulosa. B. y D. Resultados representativos de los ensayos de
Western blot con el anticuerpo Anti-GST.
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CONCLUSIONES

Los ensayos de electroforesis y Western blot realizados demostraron que es posible lograr
la secrecién de la proteina glutation S-transferasa (GST) usando tanto el péptido sefial
derivado del factor de apareamiento alfa (PS-alfa) como el péptido sefial denotado como
“sintético” (PS-sintético, derivado de las secuencias Yps1/Yap3/TA57). Ambos péptidos
sefial mostraron similares eficiencias de secrecion.

Asimismo, los ensayos mostraron que la presencia de los PS-alfa y PS-sintético generan
proteinas precursoras GST de diferentes tamafios durante su trafico a través de la via
secretora, pero solo la forma procesada del tamario esperado es la que logra ser secretada.
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¢ESESTO UN BITTI? EVALUACION QUIMICA DE LOS
PIGMENTOS PRESENTES EN “EL SENOR DE LA
CAIDA”

Jhonatan Arizaga Torres*?, Patricia Gonzales Gil?, Nancy Junchaya Rojas”

RESUMEN

Bernardo Bitti es una de las figuras més resaltantes en la historia de la pintura virreinal
peruana; sin embargo, se cuenta con escasos estudios centrados en la caracterizacion
técnica de su obra. En la iglesia de San Pedro de Lima se encuentran tres lienzos
atribuidos a Bitti, ademas de una tabla policromada titulada “El Sefior de la Caida”, que
podria pertenecer al mismo autor y que es el objeto de esta investigacion. El estudio se
centrd en el andlisis quimico de los pigmentos que fueron utilizados en la policromia,
mediante espectroscopia de fluorescencia de rayos X portétil, microscopia Optica,
microespectroscopia Raman y microscopia electronica de barrido, con el fin de evaluar si
pudiera pertenecer a la época de Bitti. Si bien se detectaron algunos pigmentos modernos,
estos parecen provenir de intervenciones posteriores. Los pigmentos identificados como
propios de la pintura en el curso de esta investigacion fueron blanco de plomo, azurita (en
algunos tonos azules), bermellon (rojos y encarnaciones), amarillo de plomo y estafio, y
yeso (capa de preparacion). Ademas, sobre la base de los resultados obtenidos se postula
el posible uso de ocres y tierras en los tonos marrones, asi como de una laca organica en
los tonos rosa, aunque esto debe ser confirmado mediante analisis adicionales. Dado que
todos estos pigmentos concuerdan con la época de Bitti, no se descarta la posibilidad de
que la obra sea también de este artista. Con esta investigacion se busca contribuir a la
difusion de la técnica material empleada en la pintura virreinal peruana, asi como a la
construccion de una base de datos para los estudios relacionados a Bitti y a otros artistas
de la época.

Palabras clave: Bitti, pintura virreinal, pigmentos, XRF, Raman, SEM-EDS

ISTHIS ABITTI? ACHEMICAL ASSESSMENT OF THE
PIGMENTS PRESENT IN “EL SENOR DE LA CAIDA”

ABSTRACT

Bernardo Bitti is one of the most important figures in the history of Peruvian viceregal
painting. However, there are few studies focused on the technical characterization of his
work. In the church of San Pedro de Lima, there are three canvas paintings attributed to
Bitti, as well as a panel painting, with the title “El Sefior de la Caida”, which could also
belong to this author, and which is the object of this investigation. This study was focused
on the chemical analysis of the pigments that were used in this painting through portable
X-ray fluorescence spectroscopy, optical microscopy, Raman microspectroscopy, and
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scanning electron microscopy to evaluate if it could belong to Bitti’s time. Even though
some modern pigments were detected, they seem to come from later interventions. The
pigments that were identified as belonging to the painting during this investigation were
lead white, azurite (in some blue tones), vermilion (reds and flesh tones), lead-tin yellow
and gypsum (ground layer). Additionally, based on the obtained results, it is proposed
that ochres and earths may have been used in the brown tones and a red lake in the pink
ones, but this must be confirmed by further analyses. Since all these pigments are in
agreement with what was used in Bitti’s time, we cannot rule out the possibility that “El
Sefior de la Caida” may have also been painted by this artist. With this investigation we
seek to contribute to the dissemination of the material technique used in Peruvian
viceregal painting, as well as to the construction of a database for studies related to Bitti
and other artists of his time.

Key words: Bitti, viceregal painting, pigments, XRF, Raman, SEM-EDS

INTRODUCCION

El anélisis cientifico de obras de arte ha ido recibiendo cada mas atencion en los dltimos
afios. El estudio técnico de la obra de un pintor permite lograr una mejor comprension
del desarrollo de la pintura en la época en la que el artista la produjo. Adicionalmente,
esta informacion es muy importante para llevar a cabo procesos de restauracion con una
base cientifica sélida. Por ejemplo, la deteccién de zonas que han sido objeto de
restauraciones anteriores puede ser crucial al momento de tomar decisiones sobre la
remocion de algunas capas de barniz o pintura y, ademas, la identificacion de un pigmento
propenso a degradacion puede contribuir a tomar las medidas necesarias para evitar un
mayor deterioro o alteracion'3. Por Gltimo, la caracterizacion quimica de una obra
pictorica puede permitir situarla en el tiempo de acuerdo con los materiales que se
identifiquen en ella e, incluso, contribuir a reforzar o refutar una atribucion de autoria, si
se conoce ya de manera previa la paleta del pintor® ®,

La identificacion de los materiales utilizados por un artista es una labor bastante
complicada. Una pintura constituye una mezcla compleja de compuestos, por lo que es
necesario utilizar una serie de técnicas complementarias entre si para lograr una adecuada
caracterizacion del objeto en estudio® . Adicionalmente, cuando se trata de un objeto de
patrimonio cultural, el acceso a muestras para realizar los analisis suele ser limitado y, en
ocasiones, imposible. Esto se debe tanto al alto valor cultural (y econémico) de las piezas
como a su estado de conservacion. Por ello, se debe recurrir a técnicas no destructivas y,
cuando es posible, a algunas técnicas de caracter microdestructivo®.

Una de las primeras técnicas a las que se recurre en el analisis quimico de los pigmentos
presentes en una pintura es la espectroscopia de fluorescencia de rayos X (XRF). Esta
permite realizar una evaluacion preliminar y relativamente rapida de los elementos
presentes en un objeto y, ademas, en su version portatil, evita tener que trasladar el objeto
a un laboratorio para su analisis®. Normalmente, los estudios por XRF se complementan
luego con una exploracion mediante otras técnicas analiticas. Sin embargo, en ocasiones,
por las dimensiones de las obras en estudio, su ubicacion o la imposibilidad de tomar
muestras, los investigadores pueden estar limitados al uso de la XRF. Aunque en estas
condiciones, no se obtiene una informacion completa, se han publicado algunos estudios
utilizando la XRF como Unica técnica para la evaluacion quimica de una pintura®: 1011,
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Uno de los principales problemas que se enfrenta cuando se realiza el analisis por XRF
de una pintura es la estratigrafia de la obra. Esta técnica no permite establecer si las
sefiales obtenidas pertenecen a elementos que se encuentran en la capa superior de la
pintura o en una capa mas interna. En algunos casos, la atenuacion de la radiacion por
parte de los materiales que se encuentran en las capas externas incluso puede resultar en
que no se detecten los elementos de las capas mas internas. Adicionalmente, si bien la
XRF proporciona informacion muy valiosa, se trata de una técnica de analisis elemental
y no molecular, por lo que no es capaz de informar acerca de los compuestos presentes
en la pintura sino solo de los elementos que los componen?2,

Una técnica que si permite obtener informacién que lleve a la identificacion de
compuestos es la microespectroscopia Raman®3, la cual ha demostrado ser de gran ayuda
en la caracterizacion de los materiales utilizados en pintura, tanto para los pigmentos
inorganicos como para algunos componentes organicos!® 14 Esta técnica puede ser
utilizada de manera no destructiva (e incluso existe en una version portatil) y también en
forma microdestructiva, para lo cual se toman micromuestras de la obra.

Si bien la microespectroscopia Raman tiene una alta resolucion espacial y también provee
buena especificidad molecular, muchas veces es dificil obtener sefiales utilizables cuando
las muestras tienen un contenido considerable de materia organica'®. Por ejemplo, la
presencia de colorantes orgéanicos y de aglutinantes puede resultar en una fluorescencia
muy alta que encubre por completo las sefiales que hubiesen podido llevar a la
identificacion de los compuestos de interést®,

Si se dispone de una micromuestra, se puede llevar a cabo el montaje en una resina, de
modo que se acceda a un analisis en seccion transversal, tanto por microespectroscopia
Raman como por microscopia optica, y, de esta manera, se pueda obtener informacion
sobre la estratigrafia de la muestra de pintura tomada'®. Las resinas mas utilizadas
actualmente para el montaje de las muestras son las de poliéster y las epdxicas, ya que
combinan las caracteristicas deseadas para estos propdésitos, como son el color, la rapidez
de curado, la temperatura de curado y la eficiencia de encapsulamiento de la muestra®®.
El andlisis estratigrafico puede ser complementado, con la microscopia electronica de
barrido (SEM), la cual permite el estudio de la topografia de la muestra y, si se acopla
con un detector de energia dispersiva (SEM-EDS), se puede obtener informacion acerca
de los elementos que constituyen cada capa® 4. Al realizar este tipo de analisis es posible
que se presenten efectos de carga por la baja conductividad de la muestra y, sobre todo,
de laresina. El recubrimiento de la muestra con un material conductor puede reducir este
problema, pero esto no siempre es posible en materiales de patrimonio cultural ya que se
debe realizar analisis con multiples técnicas sobre una sola micromuestra'® Por ello, se
recurre a mediciones a bajo vacio o al recubrimiento de la resina con pintura de carbon
para reducir, en la medida de lo posible, los efectos de carga'®.

La informacion quimica que se puede obtener de una pintura es en extremo valiosa, pero
cobra sentido solo cuando se interpreta bajo una mirada interdisciplinaria. EIl presente
trabajo se realizé en el curso de un proyecto destinado al estudio de las obras de Bernardo
Bitti que se encuentran en la iglesia de San Pedro de Lima (Cercado de Lima). El objetivo
del proyecto era complementar la informacion que se tiene sobre estas obras sumando la
caracterizacion quimica a la informacion estilistica e histérica de la que se dispone.
Bernardo Luis Demacrito Bitti (1548-1610), hermano jesuita, llegoé a Lima en 1575y,
desde ese momento hasta su muerte, se dedicd integramente a crear obras pictoricas y
escultoricas para las iglesias de la Compaiiia de Jests en el Virreinato del Perd” 18, La
importancia de Bitti radica tanto en la gran calidad artistica y en la belleza de sus obras,
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como en la participacién que estas tuvieron para la propagacion de la fe catolica en
América del Sur, lo que se conoce como la evangelizacion por medio de la imagen®,
En laiglesia de San Pedro de Lima se encuentran tres pinturas de gran formato atribuidas
a Bitti: “La Coronaciéon de la Virgen? y “La Candelaria®'®, de marcada tendencia
manierista, y “Nuestra Sefiora de la O”, obra posterior, que muestra una evolucion hacia
el naturalismo®®. Si bien Bitti nunca firmé sus obras, su estilo, con figuras alargadas y
estilizadas, de poses sofisticadas y poco naturales, permite a los expertos atribuir
potenciales autorias.

La informacion que se tiene de los materiales empleados por Bitti es muy escasa. Se han
realizado algunas investigaciones de los materiales y técnicas empleados en la pintura
colonial sudamericana, pero la mayoria se enfoca en las escuelas andinas (Cusco y
Bolivia) de los afios posteriores a Bitti?>?%, Los estudios centrados en la época de Bitti
han explorado, mas bien, la figura de Angelino Medoro?*2°. En el curso de estos Gltimos
estudios, fue analizada también una obra atribuida a Bitti (un retrato que pertenece a la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos), pero no se brindaron detalles acerca de los
materiales encontrados en esa pintura 2*. En la Tabla 1, se presenta un resumen de los
pigmentos que han sido reportados en pinturas, tanto europeas como sudamericanas, que
pertenecen a la época de Bitti, incluyendo la composicion quimica de los mismos.

Tabla 1. Pigmentos utilizados en pintura en Europa y América (siglo XV1)% 2,

Color Pigmento Elemento Composicion quimica
representativo
Blanco Blanco de plomo Pb Pb(COs3)2(OH)2
(albayalde)
Rojo de plomo Pb PbsO4
(minio)
Rojo Bermelldn Hg, S HgS
Ocre rojo Fe, Si, Al, K Arcillay Fe2O3
Laca roja C Colorantes obtenidos a partir de cochinillay rubia
Amarillo de plomo y Pb, Sn Pb2Sn0O4 (Tipo 1) 0 Pb(Sn,Si)Os (Tipo 1)
Amarillo estafio
Ocre amarillo Fe (Si, Al, K) Arcillay FeO(OH)
Oropimente As, S As2S3
Malaquita Cu 2CuCO0s3.Cu(OH).
Tierra verde Fe, Mg, Al, Si Arcilla, K[(Al,Fe*"),(Fe**,Mg)](AlSis,Sis)O10(OH)2
Verde Verdigris Cu Cu(OH)2-(CH3C0O0),-5H,0
Resinato de cobre Cu Cu(C19H29C0O0)2
Azurita Cu Cus(COs3)2(OH)2
Azul Esmalte Co, Si, K Si02(65%) + K20 (15%) + Al203 (5%) + CoO (10%)
Vivianita Fe, P (Fe?")3(PQ4)2-8H20
indigo C Colorante orgénico vegetal, C16H10N20>
Negro Carbon vegetal C Cy cenizas
Negro de huesos Ca, P Caz(PO4)2 + CaCO3 +C

Los dos Unicos reportes que se han podido hallar en la bibliografia de analisis quimico de
obras de Bernardo Bitti son aquellos que corresponden a “La oracién en el huerto”? y a
la “Madona del pajarito”?®. Estos estudios, sin embargo, datan de hace mas de 20 afios y
no fueron realizados con las técnicas analiticas mas robustas con las que se cuenta
actualmente.

La iglesia de San Pedro de Lima posee una obra cuya autoria esta en discusion pero que,
por algunos elementos de su composicion, podria pertenecer a Bitti. “El Sefor de la
Caida” (Figura 1), es una pintura sobre tabla (madera, 152,5 X 117 cm) de autor
desconocido. No se tiene documentacion acerca de su origen ni de las posibles
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intervenciones que haya podido sufrir esta obra a lo largo de los afios. No todos los
personajes de esta obra tienen caracteristicas similares en cuanto a la técnica empleada,
por lo que existe la posibilidad de una intervencion con mdaltiples artistas para la
elaboracion de este cuadro. El tema iconografico de la pintura se basa en la obra “Caida
en el camino del Calvario” de Rafael Sanzio?®. Al comparar la composicion de ambas
obras, se puede observar el recorte de los personajes de la margen izquierda en el cuadro
del "Sefior de la Caida", por lo que surge la hipotesis de este haya sido, en realidad, una
pintura de mayor formato, que fue cortada en alguin momento de su historia.
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Figura 1. “El Sefior de la Caida”. Coleccion Compafiia de Jests, Comunidad de San Pedro.

Segun Ricardo Estabridis, historiador del arte peruano y estudioso de nuestro arte
virreinal, en la Carta Anua de 1589 se menciona que en la iglesia de San Pedro de Lima
se hallaba una coleccion de 26 tablas que representaban los misterios de la vida de Cristo
y que rodeaban el interior del templo?°. Ninguna de estas tablas parece haber llegado a
nuestros dias. Sin embargo, el historiador resalta la existencia de una tabla (“Cristo
camino al Calvario se encuentra con su madre”) que en ese momento se encontraba en
proceso de restauracion en los talleres de la iglesia, y sugiere que podria tratarse de una
de las 26 obras antes mencionadas®’. “Cristo camino al Calvario se encuentra con su
madre” es, justamente, la obra objeto de este estudio y se encuentra actualmente registrada
con el titulo de “El Sefior de la Caida”.

En la presente investigacion, se llevo a cabo el analisis de los pigmentos utilizados en “El
Sefior de la Caida”, para evaluar la posibilidad de que esta obra date efectivamente de la
época de Bitti y, de ser posible, contribuir a reforzar o refutar la atribucion de autoria a
este pintor. Con este articulo se busca incrementar el conocimiento que se tiene sobre las
obras atribuidas a la época de Bitti, desde el punto de vista quimico y contribuir a un flujo
de informacion que es muy necesario para establecer comparaciones entre los artistas de
este importante periodo en la historia de la pintura virreinal.
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PARTE EXPERIMENTAL

Anadlisis por espectroscopia de fluorescencia de rayos X (XRF)

Se utiliz6 un analizador portéatil de fluorescencia de rayos X Bruker Tracer I11-SD, sin
filtros, y montado sobre un tripode, para el analisis in situ de la obra. La pintura estuvo
soportada por una pared para el anélisis y se comprobo que no hubiese interferencias de
dicha superficie). El analizador fue posicionado a una distancia de 1 mm de la zona en
estudio. El andlisis fue realizado utilizando el software S1IPXRF, propio del equipo. El
tiempo de anélisis fue de 30 segundos, con un voltaje de 40 kV y una corriente de
10,3 pA. Los espectros fueron procesados con el software Spectra Artax 7.4.0.0. El
analisis se realiz6 en dos etapas: una etapa inicial de exploracién que consistio en el
andlisis de 23 zonas de la obra (Figura 2, izquierda, A a W) y una evaluacion posterior
maés detallada de 96 zonas adicionales (Figura 2, izquierda 1 a 96).

Figura 2. Zonas analizadas de “El Sefior de la Caida. Izquierda: analizadas por XRF. Las letras
mayusculas indican los puntos evaluados en la primera etapa de andlisis, mientras que los nimeros
indican la segunda etapa de analisis. Derecha: zonas de extraccién de micromuestras.

Toma de micromuestras

Partiendo de los resultados de los andlisis realizados por XRF, se procedio6 a la toma de
muestras (Figura 2, derecha). Para esto, se utiliz6 un bisturi de hoja de punta, con el cual
se realizé un corte triangular y profundo, procurando tomar todas las capas de pintura en
cada muestra.

Montaje de micromuestras en resina

Las muestras fueron montadas en mini cubos de 1 x 1 x 1 cm con una resina epoxica de
dos componentes de la marca Leco. Se dejo curar la resina por lo menos un dia, luego de
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lo cual se procedid a cortar los cubos de resina con una sierra de joyero hasta el punto
donde se encontraba la muestra y a pulir la superficie de corte con parios de pulido grueso
y fino (grados 120 a 12000) Micro Mesh para exponer la seccion transversal 41°,

Analisis de micromuestras mediante microscopia éptica

Se utiliz6 un microscopio Zeiss Axio Imager.M2m con fuentes de excitacion de luz
visible, 365 nm, 405 nm y 485 nm. Se tomaron fotografias con objetivos de 5, 10X, 20X,
and 50X y un ocular de 10X. Las imagenes fueron tomadas con la camara digital Zeiss
AxioCam HRc digital camera en conjunto con el software Zeiss AxioVision.

Analisis de micromuestras mediante microespectroscopia Raman

Se utilizd un espectroscopio Raman de sobremesa con microscopio confocal Renishaw
inVia, con una fuente de excitacidn de 785 nm. Los espectros se obtuvieron con un tiempo
de acumulacion de 20 segundos, variando el nimero de repeticiones y la potencia del
laser (esta Gltima, cerca de 0,3 mW para evitar la degradacion térmica de las muestras®).
Los espectros obtenidos fueron procesados con el programa Horiba LabSpec 5 y
comparados con los espectros disponibles en dos bases de datos gratuitas en internet:
Cultural Heritage Science Open Source (https://chsopensource.org/download/8102/) y
University College London (http://www.chem.ucl.ac.uk/resources/raman/).

Analisis de micromuestras mediante SEM-EDS

Se redujo el grosor de la resina que soportaba a la muestra a 1-2 mm. La resina fue
montada en un soporte de aluminio utilizando cinta adhesiva de carbono de doble lado, y
luego se recubrid la resina con pintura de carbono, dejando expuesta solo la zona de la
muestra. Se realizo el analisis utilizando un SEM Zeiss EVO MA15 con una fuente LaB6
a un voltaje de 20 kV para el haz de electrones. Se ajustd la distancia de trabajo a 11 mm.
El analisis de EDS fue realizado con un detector Bruker Nano X-flash® 6|30 y el
software Quantax 200/Esprit 1.9.

RESULTADOS Y DISCUSION

La obra en estudio, “El Sefior de la Caida”, fue analizada mediante diversas técnicas
microscopicas y espectroscopicas para identificar los pigmentos que la constituyen vy,
luego, realizar una interpretacion de estos resultados en el contexto historico en el que
podria haberse creado esta obra.

La primera técnica que se utilizé fue la XRF ya que, por ser de caracter no destructivo,
permite una evaluacién general de las diversas zonas de la obra. El analisis de una pintura
por XRF puede ser realizado utilizando diversas condiciones de voltaje, corriente y
tiempo, con o sin filtros y con o sin aplicacion de vacio®. En este caso, dado que se
estaba realizando un analisis exploratorio, se trabajo sin filtros y con el voltaje maximo
que permite el equipo (40 kV). Dadas las dimensiones de la obra, el tiempo de analisis
se ajustd a 30 segundos para permitir el estudio de una mayor cantidad de zonas en un
tiempo razonable. Un incremento en el tiempo de analisis a 60 segundos no mejoro las
sefiales en una proporcion que justificase el tiempo invertido. Si bien la deteccién de los
elementos mas ligeros, como el aluminio, el silicio y el fosforo, se hace dificil en estas
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condiciones de trabajo, la ausencia de sefiales de otros elementos en una zona determinada
de la pintura es ya informacidn en si misma que puede guiar la siguiente etapa de analisis.
En algunos casos, el analisis por XRF de las encarnaciones (rostros, manos) mostraron la
presencia de bario y titanio (Tabla 2), elementos que no corresponden a ningun pigmento
utilizado durante el siglo XVI. Esto sugiere que estas zonas han sufrido repintes,
probablemente con blanco de bario (utilizado desde el siglo XIX) y blanco de titanio
(disponible desde 1921)%. También se detectd cromo, cadmio y selenio en otras zonas
de la pintura (Tabla 2). Estos elementos estarian indicando intervenciones posteriores a
Bitti, dado que corresponden a pigmentos que se comenzaron a utilizar a partir del siglo
X1X%, Estos resultados fueron considerados al momento de seleccionar luego las zonas
para toma de muestras, de modo que se evitasen areas con repintes.

Tabla 2. Zonas con potenciales intervenciones posteriores a la época de Bitti.

Zona de Elementos detectados Pigmentos propuestos
analisis
16 Cd, Se Rojo de cadmio
. Amarillo de cromo, verde de cromo, verde Viridiana, blanco de
17 Cr, Ti o
titanio
12 Cd Amarillo de cadmio
27 Ti Blanco de titanio
34 Ti Blanco de titanio
35 Ti Blanco de titanio
36 Ti Blanco de titanio
45 Cr, Sr Amarillo de estroncio
46 Ti Blanco de titanio
47 Cr Amarillo de cromo, verde de cromo
64 Ti Blanco de titanio
87 Cr, Ti Anaranjado de cromo, amarillo de cromo, blanco de titanio
88 Ti, Ba Blanco de titanio, blanco de bario
93 Cr Amarillo de cromo, verde de cromo, verde viridiana
94 Cr, Cd Amarillo de cadmio, verde de cromo
95 Cr, Ti, Ba verde de cromo, verde viridiana, blanco de titanio, blanco de bario

Si bien se encontraron pigmentos que no corresponden al siglo XVI, estos parecerian ser
adiciones y no asi los materiales originales de la obra. Las claras sefiales de plomo
obtenidas en la totalidad de la tabla mediante el analisis por XRF (Figura 3) sugieren el
uso de blanco de plomo tanto en las zonas blancas como en zonas en las que se habria
utilizado para matizar los tonos de otros pigmentos. También fue recurrente la deteccion
de mercurio en las encarnaciones y en algunas zonas de color rojo, lo cual es indicativo
del uso de bermellon (Figura 3A). Ambos pigmentos fueron ampliamente utilizados
durante la época virreinal.

El analisis por XRF de la tunica de Cristo (de tono rosado) y de la vestimenta rojiza de
uno de los tres personajes presentes en la zona superior derecha de la obra mostré una
ausencia total de mercurio (Figura 3A). Tampoco se detecto una cantidad apreciable de
hierro ni una sefial méas intensa de plomo que pudiesen apuntar al uso de ocres o de rojo
de plomo, respectivamente (Figura 3A). Esto podria indicar el uso de colorantes de
naturaleza organica en estas zonas, como se discute mas adelante. Las zonas verdes y
azules mostraron la presencia de cobre, aunque esta sefial fue minima en el manto de
Virgen (Figura 3B). Finalmente, en los tonos amarillos se detecto estafio, lo cual sugiere
el uso de amarillo de plomo y estafio, y el analisis de las zonas marrones mostrd la
presencia de hierro, calcio y, en ocasiones, potasio, lo que es indicativo del uso de ocres
o tierras (Figura 3C).
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Figura 3. Espectros de XRF de algunos puntos representativos de la obra. A. Rosados y rojos. B.
Azules y verdes. C. Amarillos, verdes y marrones. La codificacion de los puntos de andlisis corresponde a
la que se muestra en la Figura 2. En A'y B se ha incluido una zona de color blanco como referencia.

Luego de este primer analisis por XRF, se procedié a tomar micromuestras de las 16
zonas indicadas en la Figura 2 (derecha). Estas fueron evaluadas mediante microscopia
Optica, microespectroscopia Raman vy, tres de ellas, por SEM-EDS.

El andlisis de la estratigrafia de las muestras obtenidas de la obra evidencia una ejecucion
relativamente sencilla por parte del artista (Figura 4). En la mayoria de las muestras (ver
como referencia la muestra M2 en la Figura 4) se observo una base de preparacion,
seguida por una delgada capa de imprimacion de unos 10 a 15 um Yy, luego, una sola capa
de pintura. En cuatro muestras (Figura 4, M3, M4, M7 y M9) se observd esta misma
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composicion, pero con dos capas pictoricas. La capa de imprimacion es semi translucida
y de color pardo, tal como se puede apreciar para todas las muestras en la Figura 4. Esto
se ha observado en obras anteriores a la época de Bitti, por ejemplo, en la obra de Tiziano
y en el famoso altar de Ghent®: 3L,

Figura 4: Analisis por microscopia 6ptica de las muestras extraidas de “El Sefior de la Caida”. Las
muestras fueron montadas en resina y se observan en seccion transversal bajo luz visible y un aumento de
200X. La escala que se observa es de 50 um. Se ha omitido la muestra M 10 ya que la fotografia era
menos clara, por el tamafio y forma de la muestra.

Para evaluar con mas detalle la composicion de la capa de imprimacién, se procedi6 a
realizar un analisis por SEM-EDS de tres muestras. En la Figura 5, se presentan los
resultados del anélisis de la muestra M6 por microscopia Optica y por SEM-EDS. Se
puede ver claramente la capa de imprimacién tanto bajo luz visible (5A) como bajo luz
ultravioleta (5B) vy, por las caracteristicas observadas por microscopia o&ptica,
probablemente se trate de una capa oleosa. El color podria deberse al uso de tierras o
arcillas, como sugiere la presencia de silicio, aluminio, hierro y potasio detectada por
SEM-EDS (Figura 5C, 5D, 5E, 5F, respectivamente).
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e 2

Figura 5: Analisis por microscopia éptica y mapeo elemental por SEM-EDS de la muestra M6. A:
Microfotografia de la muestra bajo luz visible, como referencia. B: Detalle de la seccidn transversal de la
muestra vista bajo luz UV (405 nm). C-H: Mapeo elemental de la zona sefialada en A con un rectangulo
rojo (se muestra la ubicacion del elemento indicado en cada sub-imagen).

La predominancia de calcio en la capa de preparacion (Figura 5G) apunta al uso de yeso
en la misma. El andlisis de la capa pictorica mostro claramente el uso de un pigmento de
plomo (Figura 5H), tal como lo sugeria el analisis por XRF. La evaluacion de las 16
muestras por microespectroscopia Raman permitié confirmar la presencia de yeso y de
blanco de plomo en la capa de preparacién y en la capa pictérica, respectivamente, en
todas ellas (Tabla 3).

En la Tabla 3, se muestra un resumen de los resultados obtenidos en las 16 muestras por
microespectroscopia Raman. Este analisis permitio confirmar la presencia bermellén en
las encarnaciones y en algunas zonas rojas, asi como de amarillo de plomo y estafio en
las zonas amarillas.
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Tabla 3. Pigmentos encontrados en el analisis por microespectroscopia Raman de las
muestras tomadas “El Sefor de la Caida”.

Muestra Color Capade Capa pictorica
preparacion
Blanco de Amarillo de Bermell6n Azurita
Yeso ~
plomo plomo y estafio
M1 Verde X X X
M2 Verde X X X
M3 Rojo X X X
M4 Rosado X X X X
M5 Azul/gris X X
M6 Encarnacién X X X X
M7 Marrén rojizo X X
M8 Encarnacién X X X
M9 Amarillo X X X X
M10 Encarnacion X X X
M11 Verde/Azul X X X
M12 Rosado X X
M13 Rosado pélido X X
M14 Amarillo X X X
M15 Encarnacion X X X
M16 Azul X X X

Con esta técnica no se pudieron identificar algunos pigmentos de color rosado/rojizo,
como aquellos utilizados para la tinica de Cristo y la vestimenta de otros personajes. La
ausencia de sefiales caracteristicas de los pigmentos rojos de origen mineral en el anlisis
por XRF, mencionado anteriormente, y la alta fluorescencia y ausencia de sefiales
definidas en el analisis por microespectroscopia Raman en las muestras tomadas de estas
zonas apoya la idea del uso de lacas organicas para lograr los tonos observados. Un
analisis preliminar por espectrometria de masas con desorcion/ionizacion laser asistida
por matriz (MALDI-MS) de la muestra M12% (resultados no mostrados en este
manuscrito) sugeriria que se trata de una laca de origen animal (cochinilla o kermes), pero
esto debe ser estudiado con mas detalle para poder dar una identificacion mas solida.

Si bien el color azul del cielo pudo ser atribuido a la presencia de azurita, no fue posible
determinar el pigmento utilizado en el manto de Virgen (muestra M5), el cual habia dado
sefiales muy bajas de cobre en el analisis preliminar por XRF. Esto podria deberse a que
el pigmento esté en menor proporcioén y a que no logré tomarse una muestra que lo
contuviese en cantidades suficientes para permitir el analisis, pero no se puede descartar
que se haya utilizado algun otro pigmento mas dificil de detectar por estas técnicas, sobre
todo cuando se encuentran en baja concentracién, como son el indigo o la lazulita. Si
bien este ultimo pigmento no ha sido reportado en pinturas al 6leo en la época virreinal,
si hay indicios de su uso, muy posiblemente en forma de mineral no refinado, en pintura
de paredes de edificaciones virreinales?. Se descarto la posibilidad de que se tratase de
esmalte dado que no se detectaron sefiales de cobalto en el analisis por XRF.

Un detalle interesante es la ausencia de pigmentos verdes en las muestras que parecian
tener un color verdoso. Al parecer, el color se debe a una capa oscurecida de barniz
aplicada sobre una capa pictérica de color azul. La muestra M1 es justamente uno de
estos casos y en ella se ha identificado claramente el uso de blanco de plomo y azurita en
la capa pictdrica (Figura 6). También se pudieron observar algunas particulas de color
amarillo claro, pero estas no pudieron ser identificadas.
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Figura 6: Analisis por microespectroscopia Raman de la muestra M1. En la fotografia se muestran
los cinco puntos analizados y se incluyen los espectros obtenidos para estos cinco puntos, asi como los
espectros de referencia de blanco de plomo, azurita y yeso. Laser de excitacion: 785 nm.

CONCLUSIONES

Mediante el analisis no destructivo y microdestructivo de la obra “El Sefior de la Caida”,
utilizando técnicas microscopicas y espectroscopicas, se ha podido identificar una buena
parte de los pigmentos encontrados en esta pintura. En lineas generales, se ha observado
el uso extensivo de blanco de plomo, azurita, bermellén y amarillo de plomo y estafio en
las capas pictoricas y de yeso en la capa de preparacion. Se propone, ademas, el potencial
uso de tierras u ocres en los tonos marrones y de una laca organica en los tonos rosados,
aungue esto debe confirmarse mediante otros métodos. Ademas, se observé el uso de una
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delgada capa de imprimacién de color pardo, practica que se ha reportado en otras
pinturas sobre tabla tanto anteriores a Bitti como de la época de este artista.

Con excepcion de las zonas que parecen haber sufrido intervenciones posteriores, los
materiales encontrados en la obra son consistentes con aquellos que se reportan para otras
obras del siglo X VI, por lo que no se descarta la posibilidad de que “El Sefior de la Caida”
pertenezca a este periodo. Por supuesto, no se puede afirmar solo a partir de este estudio
que esta obra sea parte de la serie de 26 tablas mencionadas por Estabridis®. Se hace
necesario investigar otras obras de Bitti a nivel quimico para poder establecer
comparaciones que permitan ahondar nuestro conocimiento acerca de este artista y
determinar si es posible encontrar caracteristicas técnicas y de uso de materiales que lo
diferencien de sus contemporaneos. Existen cerca de 60 obras atribuidas a Bitti que han
llegado hasta nuestros dias y que se ubican principalmente en diversas ciudades de Peru
y Bolivia, y una en Argentina'®. Los autores se encuentran en el proceso de analisis de
tres obras atribuidas con mayor seguridad a Bitti, de acuerdo con criterios estilisticos e
historicos, y que forman parte del patrimonio de la iglesia de San Pedro de Lima. Sin
embargo, para el caso especifico discutido en este articulo, resultaria particularmente
interesante contar con acceso al andlisis estratigrafico de la “Madona del Pajarito” (el
reporte publicado por Querejazu?® es descriptivo, pero no presenta imagenes de las
muestras tomadas durante la intervencion). Esta obra es también de una pintura sobre
tabla y constituiria una referencia mas cercana para comparar “El Sefior de la Caida” que
los lienzos de Bitti que se encuentran actualmente en estudio en la iglesia de San Pedro
de Lima. Dado el numero de obras atribuidas a Bitti y su localizacion, un estudio de su
trabajo involucra necesariamente una colaboracion e intercambio de informacion entre
diversos investigadores. Con el presente articulo, los autores buscan justamente contribuir
a difundir esta informacién y a hacer que las investigaciones realizadas en torno a este
artista sean mas visibles en nuestro medio.
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