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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIBACTERIANA IN
VITRO DEL EXTRACTO GLICOLICO DE LAS FLORES
DE Senna birostris “MUTUY” Y SUS POSIBLES
APLICACIONES DERMOCOSMETICAS

Jeffrey Jonathan Huaman Rimachi?, Carla del Carpio-Jiménez>*

RESUMEN

La industria cosmética se estd transformando impulsada por un conocimiento mas
profundo de la salud de la piel y los avances cientificos y estd desarrollando
dermocosméticos, una categoria Unica entre los cosméticos y los medicamentos. Esta
nueva tendencia ha permitido identificar principios activos de fuentes vegetales, es el caso
de cuatro importantes polifenoles bioactivos en especies Senna; astragalina, kaempferol,
reina y aloe-emodina con potencial aplicacion en el tratamiento de la dermatitis atopica.
En algunas comunidades de Cusco, crece un arbusto de coloridas flores amarillas, Senna
birostris, cuyas hojas trituradas se usan para curar heridas, en otros paises es usada para
tratar herpes y otras patologias de la piel. El objetivo de la presente investigacion fue
determinar la actividad antioxidante y antibacteriana frente a Staphylococcus aureus del
extracto glicolico de las flores de Senna birostris y establecer su posible aplicacion
dermocosmética. Se determino la actividad antioxidante usando el método de inhibicion
de radicales libres DPPH estableciendo el porcentaje de inhibicion y la concentracion
inhibitoria media (ICso) y la actividad antibacteriana se establecio a través del método de
pozos excavados. El porcentaje de inhibicion de DPPH a una concentracion de 100pg/mL
fue de 71,0%, con una ICso de 66,33 £ 1,753 pg/mL. En cuanto a la actividad
antibacteriana se obtuvo un halo de inhibicién de 9,00 + 0,32 mm a la concentracion de
100%. El extracto glicolico de las flores de S. birostris demostré su actividad de
inhibicion de radicales libres y su actividad antibacteriana, lo que sustentaria su uso
dermocosmético.

Palabras clave: Actividad antioxidante; actividad antibacteriana; extracto glicélico;
dermatitis atopica; compuestos fendlicos.

2 Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco,
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ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL IN VITRO
ACTIVITY OF THE GLYCOLIC EXTRACT FROM THE
FLOWERS OF Senna birostris “MUTUY” AND ITS
POTENTIAL COSMETIC APPLICATIONS

ABSTRACT

The cosmetic industry is undergoing a transformation driven by a deeper understanding
of skin health and scientific advancements. This has led to the development of
dermocosmetics, a unique category between cosmetics and pharmaceuticals. One
prominent trend in this field is the identification of active compounds from plant sources.
For example, four important bioactive polyphenols found in Senna species—astragalin,
kaempferol, rhein, and aloe-emodin—show potential for treating atopic dermatitis. In
some communities in Cusco, a shrub with bright yellow flowers called Senna birostris is
grown. The crushed leaves of this plant are traditionally used to heal wounds, while in
other countries, it is employed in the treatment of herpes and various other skin
conditions. The objective of this research was to determine the antioxidant and
antibacterial activity against Staphylococcus aureus of the glycolic extract of Senna
birostris flowers and its possible dermo-cosmetic application. The antioxidant activity
was determined using the DPPH free radical inhibition method establishing the
percentage inhibition and the mean inhibitory concentration (ICso) and the antibacterial
activity was established through the dug well method. The percentage inhibition of DPPH
at a concentration of 100pg/mL was 71.0%, with an ICso of 66.33 £ 1.753 pg/mL.
Regarding the antibacterial activity, an inhibition zone of 9.00 + 0.32 mm could be
obtained at the concentration of 100%. The glycolic extract of S. birostris flowers
demonstrated its free radical inhibition activity and antibacterial activity, which would
support its dermo-cosmetic use.

Keywords: Antioxidant activity; antibacterial activity; glycolic extract; atopic dermatitis;
phenolic compounds.

INTRODUCCION

El género Senna pertenece a la familia Fabaceae Lindl. (Leguminosae), de gran relevancia
en la medicina popular. Desde el punto de vista taxondmico, algunas especies se han
transferido del género Cassia al género Senna (V. Este taxén comprende actualmente 500-
600 especies ¥, muchas de las cuales ain no se han caracterizado con respecto a su
composiciéon quimica y propiedades biologicas. Varias especies han sido utilizadas
durante siglos por tribus americanas, africanas e indias, principalmente como laxante,
hepatoprotector, antipaliidico o antimicrobiano . En la medicina tradicional, Senna sp.,
es empleada topicamente en el tratamiento de afecciones cutaneas especialmente
ocasionadas por dermatofitos  y eczemas, asi como en el tratamiento de heridas.
Investigaciones previas han demostrado que las especies de Senna son un reservorio de
compuestos fenolicos con interesantes propiedades farmacoldgicas (V. En la zona andina
del Peru crece un llamativo arbusto, Senna birostris, cuyas flores destacan por su color
amarillo, su nombre comun es Mutuy, y en algunas comunidades de Cusco, sus hojas
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trituradas se usan para curar heridas y sus semillas en forma de emplastos para tratar
quemaduras ©. En paises como India, Camerun, Cuba y Brasil, esta especie es
tradicionalmente usada para el tratamiento de herpes y otras patologias de la piel.

El aumento del estrés oxidativo y la reduccién de antioxidantes son factores que
contribuyen significativamente a la patogénesis de la dermatitis atopica (DA) ©. Se cree
que los radicales libres alteran los mecanismos de defensa y restauracion, aumentando la
peroxidacion lipidica y disminuyendo los niveles de antioxidantes. Esto contribuye a los
dafios y trastornos cutaneos. Se espera que la suplementacion con antioxidantes naturales
como los compuestos fendlicos en el tratamiento de la DA mejore significativamente el
estado de la piel, la proteja del estrés oxidativo e inhiba la respuesta inflamatoria.
Asimismo, segin muchos estudios, Staphyloccocus aureus es el microorganismo mas
comun que causa infeccion cutanea en la dermatitis atopica (DA) (. Esta bacteria est4
estrechamente relacionada con la patogenia y la gravedad de la enfermedad. Cuando la
piel del paciente esta colonizada masivamente por S. aureus se desencadena una cascada
de respuestas inflamatorias en la piel mediante la liberacion de grandes cantidades de
alérgenos ®. Por ello, la terapia antibidtica es uno de los elementos esenciales en el
tratamiento de la DA. Sin embargo, el uso excesivo de los antibidticos existentes podria
provocar la apariciéon de bacterias resistentes a los mismos. La popularidad de los
productos vegetales con propiedades antimicrobianas ha aumentado en la Gltima década.
Los extractos de plantas son ricos en antioxidantes y antimicrobianos naturales, por lo
que las industrias farmacéutica y cosmética estan investigando nuevos principios activos
de fuente vegetal. La revision bibliografica muestra que las propiedades antioxidantes
dependen no sélo del contenido de compuestos polifendlicos, sino también del tipo de
extracto y del tiempo de extraccion ®. La presente investigacion tuvo como objetivo
determinar la actividad antioxidante y antibacteriana in vitro del extracto glicélico de las
flores de Senna birostris para establecer su potencial uso dermocosmético.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Las flores de Senna birostris (Mutuy) (Fig. 1A) se recolectaron cerca de la fortaleza de
Sagsaywaman a una altura de 3560 m.s.n.m en la provincia y departamento del Cusco.
La identificacion taxonomica se realizd en el Herbario Vargas CUZ de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

Obtencion del extracto glicdlico

Las flores secas de Senna birostris (150 g) (Fig. 1B) se molieron y tamizaron usando una
malla 30 (0,600 mm) y se maceraron en un recipiente con una mezcla de agua destilada
y propilenglicol en una proporciéon 50:50, por un periodo de dos semanas a temperatura
ambiente. Se filtr6 a través de un papel filtro Whatman N°1 (Fig. 1C) y se evaporé a 45°C
(Fig. 1D). Se calculo el porcentaje de extraccion.
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glicdlico seco (D)

Analisis fitoquimico cualitativo

Se determiné la presencia o ausencia de metabolitos secundarios usando reacciones de
identificacion especificas (coloracion y precipitacion) siguiendo los protocolos de Lock
de Ugaz (2016) 19,

Actividad antioxidante

Se utilizdo el método de decoloracion del radical libre 2,2-diphenyl 1-picrylhidrazyl
(DPPH) propuesto por Brand-Williams et al. (1995) (V.

Se prepar6 una curva patrén de 4cido ascorbico usando una solucion de 1 mg de acido
ascorbico en 10 mL de etanol al 70% para obtener concentraciones de 2 - 10 pg/mL. Para
el extracto glicdlico, se prepard diferentes concentraciones entre 20 — 100 pg/mL. Se
agregd 0,5mL de etanol al 70% y 1,5mL de solucion de DPPH a los tubos conteniendo
las muestras, se agitd vigorosamente y se dejo reaccionar durante 30 minutos en la
oscuridad. Posteriormente, la absorbancia fue medida a 517 nm en un espectrofotometro
UV-Vis. Se calculd la Concentracion Inhibitoria Media (Clso) y el porcentaje de
inhibicidn, calculado con la siguiente ecuacion:

Abs. Control—Abs. Muestra

e ., x 100
% inhibicion = Abs. Control

Donde:

Abs. Control = Absorbancia de la concentracion inicial de DPPH
Abs. Muestra = Absorbancia de DPPH + Extracto glicolico

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana del extracto glicolico S. birostris se evaluo sobre la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Microbiologics — Genlab del Pert), bacteria
frecuentemente aislada de pieles con acné y que segin muchos estudios es el
microorganismo causante de infeccion cutdnea en la dermatitis atopica (DA). Se uso6 el
método de pozos excavados 2. Se cultivo la bacteria en SmL de Caldo Brain Heart
Infusion (BHI), se incubo a 37 °C durante 24 horas. Se ajusto la turbidez al estdndar de
Mc Farland 0,5 (equivalente a 1,5x10® UFC/mL). Se prepararon concentraciones del
extracto glicolico de las flores de S. birostris (Mutuy) al 25%, 50%, 75% y 100%, y como
control positivo se us6 una solucion de eritromicina (15 pg / 25 pL). Usando un hisopo
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estéril se procedio a la siembra de la suspension bacteriana sobre placas con agar Muller
- Hinton, con una pipeta Pasteur se realizaron tres pozos de aproximadamente 6,0 mm de
diametro por cada placa Petri, con una micropipeta se depositaron 25 pL de las
concentraciones de extracto glicolico y el control positivo. Todas las placas fueron
incubadas por 24 horas a 37 °C. Se midieron los halos generados usando un vernier
digital.

Analisis estadistico

Los resultados cuantitativos se muestran como media + desviacion estandar. Se realiz6
un andlisis de varianza (ANOVA) y un andlisis de Tukey para comparar las medias que
mostraban diferencias significativas (p<0,05) usando el software SPSS Statistics 22.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion del extracto glicolico

La Tabla 1 muestra el porcentaje de extraccion obtenido usando la solucion de
propilenglicol + agua destilada (50:50):

Tabla 1. Porcentaje de extraccion usando la solucidon propilenglicol y agua destilada

(50:50)
Muestra Peso inicial Peso final Porcentaje de
extraccion
Flores de 150 g 90,26 g 60,17 %

Senna birostris

En la Tabla 1 se observa el porcentaje de extraccion obtenido de las flores de Senna
birostris usando una solucion de propilenglicol y agua destilada en una proporcion de
50:50, habiéndose obtenido un 60,17%.

Dado que la polaridad de los disolventes puede determinar la eficacia de la extraccion de
compuestos bioactivos de las materias primas, la polaridad de los disolventes debe ser
compatible con la polaridad de las moléculas bioactivas de interés %,

En nuestro estudio seleccionamos como disolvente una mezcla de propilenglicol (PG) y
agua. El propilenglicol presenta ventajosas propiedades fisicoquimicas como su constante
dieléctrica (32,1) que es comparable a la del metanol (32,7) y superior a la del etanol
(24,5), lo que indica caracteristicas de disolvente con similar capacidad de extraccion,
tiene multiples funciones, como disolvente y humectante, y se utiliza habitualmente en
cosmética. Esto contrasta con el metanol y el etanol, que pueden dafar la funcion de
barrera de la piel y provocar sequedad. Ademads, los extractos vegetales obtenidos
mediante un sistema de disolvente hidroglicolico pueden utilizarse directamente en
féormulas cosméticas, eliminando la necesidad de procesamiento adicional para eliminar
el disolvente ¥,

El PG es un ingrediente muy utilizado en cosméticos y productos de cuidado personal,
como limpiadores faciales, cremas hidratantes, jabones de bafio, acondicionadores y
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champus, preparados para el afeitado, desodorantes y fragancias. Se encuentra en la base
de datos Coslng y su uso como ingrediente cosmético no estd restringido segun las
disposiciones generales del Reglamento sobre cosméticos de la Unién Europea ¥,

Los extractos vegetales glicolicos o hidroglicolicos ofrecen una amplia gama de ventajas
adicionales como su solubilidad en agua, biocompatibilidad, estabilidad y baja toxicidad.
Varios estudios también han demostrado que el PG puede aumentar la solubilidad de
distintos ingredientes naturales, reducir la actividad del agua y mejorar asi el efecto
conservante. El PG se utiliza en formulas cosméticas como humectante, agente reductor
de la viscosidad, disolvente e ingrediente de fragancias. Por lo que, desde el punto de vista
practico es uno de los extractos mas utiles para la industria cosmética.

En efecto, en el estudio realizado por Myo & Khat-Udomkiri, (2022), reportaron que las
muestras sometidas a extraccion con soluciones de propilenglicol acuoso al 40 % y 60 %
(p/v) proporcionaron los valores mas altos de rendimiento fendlico. Basandose en el
principio de que lo semejante disuelve lo semejante, el 40 % y el 60 % p/v de
propilenglicol acuoso podrian tener la polaridad més similar para los compuestos
fenolicos. Estudios previos demostraron que el propilenglicol acuoso produce extractos
con mayor contenido fenolico 19,

Analisis fitoquimico cualitativo
La Tabla 2 muestra la presencia de los metabolitos secundarios identificados en el extracto

glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy).

Tabla 2. Metabolitos secundarios identificados en el extracto glicolico de las flores de S.
birostris

Metabolito Reactivo Reaccion positiva Resultado
secundario
Compuestos Cloruro férrico 1% Coloracion azul o verde + +
fenolicos
Flavonoides Shinoda Coloracion roja + +
Alcaloides Dragendorff Precipitado rojo o naranja -
Triterpenosy ~ Liebermann — Burchard ~ Coloracion verde intenso o +
Esteroides azul
Saponinas Prueba de espuma Formacion de espuma +

persistente durante 30 minutos

Taninos Tricloruro férrico 1% Precipitado azul o verde -
Quinonas Borntrager Coloracion rosada o roja en la -

capa acuosa

Leyenda: Abundante (+ + +); Regular (+ +); Poco (+); Ausencia (-)
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El andlisis fitoquimico del extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)
evidencia la presencia de compuestos fenolicos, flavonoides, triterpenos, esteroides y
saponinas.

El género Senna contiene metabolitos importantes principalmente compuestos fenolicos,
asi como alcaloides, antraquinonas, flavonoides, taninos, glucésidos, esteroides,
terpenoides, saponinas y aceites volatiles. Asi, de las flores de Senna auriculata y Senna
siamea se aislaron y cuantificaron compuestos fenolicos con importantes actividades
farmacologicas "'®. Estudios previos han demostrado que los extractos crudos y los
metabolitos aislados de muchas especies del género Senna muestran una amplia gama de
actividades farmacologicas in vitro e in vivo, como antidiabético, antigonorrea,
antimicrobiano, antioxidante, antipirético, antinociceptivo, antidepresivo y
antiinflamatorio %,

Un estudio reciente identificé cuatro importantes polifenoles bioactivos (astragalina,
kaempferol, reina y aloe-emodina) con potencial aplicacion en el tratamiento de la
dermatitis atopica ?%. Este resultado abre la necesidad de seguir investigando otras
especies del género Senna.

Estudios desarrollados previamente establecieron que C. alata (S. alata), una especie
relacionada a S. birostris; es rica en polifenoles, compuestos formados por anillos
aromaticos con uno o varios grupos hidroxilos. Algunos son fenoles simples, es decir,
acidos fendlicos y derivados fenodlicos. Otros tienen estructuras complejas, como las
flavonas, los flavonoides, las antocianinas y las antraquinonas @,

Actividad antioxidante

La Figura 2 establece la relacion entre las concentraciones del patron acido ascorbico (A)
y del extracto glicolico de las flores de S. birostris (B) y sus respectivos porcentajes de
inhibicion del radical libre DPPH. Asimismo, se muestra el ICso respectivo

80

3 , 70 ///o 7.0
y = 9.2578x + 0.487 > y = 0.6837x + 6.4763 0 658

R? = 0.9985 60 R2=0.9803 o613

N

% de inhibicion
D

0oo0
0 20 40 &0 80 100 120

Concentracion de dcido ascorbico (ng/mL) Concentracion del extracto glicolico de las flores de S. birosiris (ng/mL)

ICso: 4,57 £ 0,134 pg/mL ICso: 66,33 = 1,753 pg/mL

Figura 2. Comparacion entre las concentraciones del acido ascorbico y extracto glicolico de las flores de
S. birostris y el porcentaje de inhibicion del DPPH

Como se observa en la Figura 2, el coeficiente de determinacion R? para el 4cido ascorbico
y para el extracto glicolico fue de 0.9985 y 0.9803 respectivamente. Estos valores
cercanos a la unidad indican una correlacion positiva entre las variables concentracion y
porcentaje de inhibicion, lo que significa que tanto la actividad antioxidante del 4acido
ascorbico y del extracto glicolico dependen directamente de su concentracion. El acido
ascorbico mostré mayor actividad antioxidante con un porcentaje de inhibicion de 91,5%
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a una concentracion de 10 pg/mL en tanto que el extracto glicolico de las flores de S.
birostris mostrd un porcentaje de inhibicion de 71,0% a una concentracion de 100 pg/mL.
El patrén acido ascérbico mostrd un ICso de 4,57 + 0,134 pg/mL por lo que tiene mayor
actividad antioxidante, entendiéndose que a menor ICso corresponde una mayor actividad
antioxidante. Mientras que el ICso del extracto glicélico de las flores de Senna birostris
(Mutuy) fue de 66,33 = 1,753 pg/mL.

Otras investigaciones establecieron ICso para otras especies de Senna, a saber: 521 pg/mL
para el extracto metandlico de Senna alata ®”, 6,3 ug/mL para el extracto etandlico de
las hojas de Senna velutina (Vogel) H.S. Irwin & Barneby ?? y 72,9 ug/mL para S.
reticulata ®®. Los extractos glicolicos de los frutos de Hippophaé rhamnoides L. y
Vaccinium oxycoccos L. demostraron ser valiosas materias primas con propiedades
antioxidantes ), asimismo, muchas especies de Senna son ricas en polifenoles que
presentan una fuerte actividad de inhibicion de radicales libres ¢!24),

La Figura 3 muestra los porcentajes de inhibicion del radical DPPH calculados con las
diferentes concentraciones del extracto glicolico de S. birostris.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH a las diferentes concentraciones del extracto
glicolico de las flores de S. birostris.
% p<0,05 indica diferencias significativas, seguin la prueba de Tukey

La Figura 3 muestra el porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH del extracto
glicolico de las flores de Senna birostris a las concentraciones ensayadas. A medida que
la concentracion del extracto aumenta, se incrementa el porcentaje de inhibicion del
radical libre DPPH, es decir aumenta la actividad antioxidante, concluyéndose que, a
mayor concentracion del extracto glicolico, serda mayor la actividad antioxidante.

Segun Prasathkumar et al., (2021) ¥, 1a actividad antioxidante por el método DPPH del
extracto metandlico de la especie vegetal Senna auriculata (L) Roxb a las
concentraciones: 100pug/mL y 500pug/mL mostroé porcentajes de inhibicion de 62,36% y
96,33% respectivamente. Asimismo, el extracto metandlico al 80% de las hojas de S.
Singueana mostr6 un porcentaje de inhibicion del DPPH de 67,2 + 1,42 % 9.
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Actividad antibacteriana

La Tabla 3 muestra el resultado de la medicion de los halos de inhibicion de los diferentes
porcentajes del extracto glicolico de S. birostris y del farmaco patron eritromicina.

Tabla 3. Didmetro de los halos de inhibicion del extracto glicélico de las flores de S.
birostris sobre Staphylococcus aureus

Muestra Diametro de los halos de

inhibicion (mm)

Extracto glicolico 25% 6,00 +£0,01%
Extracto glicolico 50% 6,50 +0,21%
Extracto glicolico 75% 8,50+ 0,14°
Extracto glicolico 100% 9,00 + 0,32°
Eritromicina 15 pg /25 mL 26,71 £1,22°

Las medidas con letras diferentes (a-c) indican diferencias significativas (p<0.05, ANOVA, prueba de
Tukey)

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la medida de los halos de inhibicion del control
positivo (eritromicina 15 pg / 25 ul) y del extracto glicélico de las flores de Senna
birostris sobre la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. La eritromicina mostro
un halo de inhibicién promedio de 26,71 + 1,22 mm, en tanto que, el extracto glicélico
de Senna birostris mostr6 un halo de 9,00 + 0,32 mm a una concentracion del 100%. Las
concentraciones de 75 %, 50 %, 25 % alcanzaron halos promedio de 8,50 + 0,14 mm, 6,5
+ 0,21 mm, y 6,00 £ 0,01 mm, respectivamente. Estos resultados mostraron que la
actividad antibacteriana es dependiente de la concentracion del extracto glicolico.

Segun los criterios de Toda et al., (1991) @7 los halos de inhibicion entre 8-12 mm
corresponde a una actividad antibacteriana ligera, por lo que, el extracto glicolico de las
flores de S. birostris presenta una actividad antibacteriana ligera. Un estudio previo
estableci6 la actividad antibacteriana del extracto metanolico, rico en polifenoles de la
especie vegetal Senmna alata L. mostrando halos de inhibicion de 5 mm frente a
Staphylococcus aureus. El mismo extracto mostr6 halos de inhibicion entre 10 — 20 mm
sobre cepas fungicas como Trichophyton mentagrophytes, Candida albicans, Aspergillus
flavus entre otros ¥, Otras especies con actividad antimicrobiana son S. alexandrina, S.
spectabilis, S. podocarpa, S. occidentalis, S. racemosa, S. tora y S. siamea. En general,
la actividad antimicrobiana de Cassia alata (L.) Roxb. (CA) o Senna alata (L.) Roxb.
podria prevenir infecciones, especialmente con Staphylococcus aureus "* y contribuye
a la cicatrizacion, el cierre y la recuperacion de las lesiones cutdneas de la dermatitis
atopica 9.

Desde un punto de vista practico, los extractos de plantas que contienen propilenglicol
(PG) como disolvente son mas ttiles en la industria cosmética. Los extractos glicolicos o
hidroglicdlicos se caracterizan por una buena solubilidad en agua, asi como por su
estabilidad, reduccion de la actividad del agua y, por tanto, disminucion del riesgo de
contaminacion del producto cosmético, también se reduce la cantidad de conservante(s)
utilizado(s) en el producto acabado, aumentando la solubilidad de otras materias primas
poco solubles, mejorando la viscosidad del cosmético y actuando como humectante. En
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ese sentido, es una idea interesante estudiar especies Senna para su posible uso
dermocosmético, teniendo en cuenta los antecedentes de su uso tradicional para el
tratamiento de afecciones cutdneas.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se ha demostrado que el extracto glicélico presenta polifenoles y
flavonoides, principios activos utilizados en cosmética y dermocosmética, habiéndose
determinado su actividad antioxidante dependiente de su concentracion, asi mostrd un
porcentaje de inhibicidon de 71% a la concentracion de 100 pg / mL y present6 un ICso de
66,33 £ 1,753 pg / mL. En cuanto a su actividad antibacteriana se verific6 que también
es dependiente de su concentracion, mostrando un halo de inhibicién promedio de 9,00 +
0,32 mm a una concentracion del 100%.

Sin embargo, es importante sefialar que estos resultados se derivan de modelos in vitro,
que pueden no reflejar completamente la complejidad de las respuestas biologicas en los
organismos vivos, por lo que es necesario realizar ensayos clinicos en humanos, asi como
la evaluacion de seguridad en términos de irritacién y sensibilizacidon, para respaldar
plenamente tanto la eficacia como la seguridad de los extractos glicélicos de las flores de
Senna birostris.
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACCION DE DOS
COPOLIMEROS TRIBLOQUE DE ESTIRENO-
BUTADIENO-ESTIRENO (SBS) PARA LA
MODIFICACION DE LAS PROPIEDADES DE UN
ASFALTO PERUANO

Wendy Herencia®, Juan Carlos Rueda®*

RESUMEN

Se prepararon asfaltos modificados con polimeros mezclando dos copolimeros lineales
comerciales de bloque de estireno-butadieno-estireno (SBS-1 y SBS-2) con un asfalto de
origen peruano (PEN 60/70). Se realiz6 un estudio comparativo de la influencia de SBS-
1 y SBS-2 en las propiedades fisicas y reoldgicas del asfalto. La caracterizacion de los
copolimeros SBS se realizdo mediante técnicas de RMN, FTIR y GPC. Mediante analisis
de '"H RMN, se determiné que la principal diferencia en la composicion quimica de SBS-
1 y SBS-2 radicaba en que el copolimero SBS-2 presentaba 36 % mol de grupos 1,2-vinil-
polibutadieno, mientras que el copolimero SBS-1 solo 11 % mol. Las pruebas reologicas
demostraron que el aditivo SBS-1 tuvo un mayor rendimiento que el aditivo SBS-2 en la
mejora de las propiedades reologicas del asfalto modificado, como la resistencia a la
deformacion y elasticidad. Esto permitié que el asfalto modificado con polimero SBS-1
se clasifique para pavimentos de mas altas exigencias.

Palabras clave: Asfalto modificado, copolimero tribloque-SBS, estabilidad del asfalto,
propiedades reologicas.

COMPARATIVE STUDY OF THE ACTION OF TWO

STYRENE-BUTADIENE-STYRENE (SBS) TRIBLOCK

COPOLYMERS FOR THE MODIFICATION OF THE
PROPERTIES OF A PERUVIAN ASPHALT

ABSTRACT

Polymer-modified asphalts were prepared by mixing two commercial linear styrene-
butadiene-styrene block copolymers (SBS-1 and SBS-2) with an asphalt of Peruvian
origin (PEN 60/70). A comparative study of the influence of SBS-1 and SBS-2 on the
physical and rheological properties of asphalt was carried out. The characterization of
the SBS copolymers was carried out using NMR, FTIR and GPC techniques. Through 'H
NMR analysis, it was determined that the main difference in the chemical composition of
SBS-1 and SBS-2 was that the SBS-2 copolymer had 36% mol of 1,2-vinyl-polybutadiene
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groups while the SBS-1 copolymer only 11% mol. Rheological tests demonstrated that
the SBS-1 additive had higher perfomance than SBS-2 additive in improving the
rheological properties of the modified asphalt, such as creep resistance and elasticity, and
this allowed the SBS-1 polymer-modified asphalt to be classified for more demanding
pavements.

Keywords: Modified asphalt, SBS-triblock copolymer, asphalt stability, rheological
properties.

INTRODUCTION

Asphalts are a complex mixture of hydrocarbons derived from the heavy fraction of crude
oil distillation. Asphalts are thermoplastic and viscoelastic liquids that behave, at low
temperatures, as a glass-like solid and at high temperatures as a viscous fluid'. Being a
viscoelastic material, asphalt exhibits both elastic and viscous properties and the
relationships between the stress applied to the asphalt and the resulting deformations are
temperature and time dependent?.

Asphalts are mainly used to make road pavements. Pavements are composed of mineral
aggregate and filler surrounded by an asphalt binder matrix. The performance of such
pavement depends on the binding properties of asphalt, since asphalt is the continuous
phase and is the only element of the pavement that can be deformed®.

Environmental conditions and increasing vehicle traffic can generate several problems in
the pavement, the most frequent being: permanent deformation at high temperatures,
cracking at low temperatures, fatigue associated with loads, among others®. For this
reason, it is very important to study the asphalt binder in order to improve its physical and
rheological properties and consequently its performance on the pavement. Currently, the
use of linear styrene-butadiene-styrene copolymers (SBS triblock copolymers) are the
most widely used polymeric additives, since they are capable of improving the properties
of asphalt thanks to their chemical structure, and their degree of dispersion and
compatibility with asphalt’*>. It is essential to ensure the stability of the modified asphalt
to avoid phase separation during storage, pumping, or asphalt application and thus obtain
the desired properties in the pavement®. Stability testing can indirectly determine whether
the interactions created between the asphalt and the polymers during the mixing process
are strong enough to resist polymer separation under the conditions in which it is stored.
One way to measure stability is to determine if there is a significant variation in the
softening point, which would indicate phase separation®. The physical properties of a
modified asphalt such as penetration, viscosity, linear elastic recovery, storage stability,
etc. are important to determine the initial quality of the modified asphalt. However, the
rheological properties of the asphalt are decisive because they allow to better determine
the quality of the asphalt and allow to know more precisely what type of traffic the
modified asphalt is suitable®®. Rheological properties are measured with the dynamic
shear rheometer and, for example, the Multiple Stress Creep and Recovery Test (MSCR,
American Standard Testing Method-ASTM D-7405) is applied to study the rheological
properties, which determines the degree of permanent deformation that an asphalt can
undergo at high temperatures.

The objective of this work was to make a comparative study of the action of two linear
SBS triblock copolymers in modifying the physical and rheological properties of an
asphalt of Peruvian origin. For comparison purposes, the parameters of the current

Rev Soc Quim Peru 91(2) 2025



Estudio comparativo de la accion de dos... 80

Peruvian official standard for modified asphalts Type IC were used (Table 1). This
standard is similar to the old USA ASTM D-5976 standard for modified asphalts. The
rheological properties of modified asphalts were determined with the method mentioned
above (ASTM D-7405) and ASTM D-7175.

We consider that this study could serve as a reference for the application of SBS additives
in asphalts of other countries.

Table 1. Quality requirements for modified asphalt type IC (Peruvian standard, Highway
Manual EG-2013, Ministry of Transport and Communications (MTC)-Peru, Table 431-01).

Test on asphalt Test on rolling thin film oven test
Penetration?, 25°C, dmm 50-75

Absolute viscosity®, 60°C, P 5000 min. Penetration?, 4°C, dmm 13 min.
Storage stability®, °C 2,2 max. Linear elastic recovery?, 25°C, % 60 min.
Linear elastic recoveryY, 25°C, % 60 min. Storage stability®, °C 10 max.
Softening point®, °C 60 min.

Kinematic viscosity, 135°C, ¢St~ 3000 max.

9-0 The analysis methods of the American Standard Testing Method (ASTM) D-5, D-2171, D-7173, D-6084,
D-36 and D-2170 were used for analysis of penetration, absolute viscosity, storage stability, linear elastic
recovery, softening point and kinematic viscosity of the asphalts, respectively.

® Rolling thin film oven residue: is the asphalt residue after asphalt being subjected to aging in the thin film
rotary oven at a temperature of 163°C for 85 minutes, according to ASTM D-2872.

EXPERIMENTAL PART
Materials

Two commercial linear styrene-butadiene-styrene block copolymers, SBS-1 and SBS-2
(Table 2) were used to modify a low-penetration asphalt of Peruvian origin (PEN 60/70,
Petropert Company-Conchan refinery in Lima, Peru).

Table 2. Characteristics of SBS-1 and SBS-2 block copolymers.

Mn? %PSP %PB(C+T)°  %PB(1,2 V)¢
SBS-1¢ 99350 19 70 11
SBS-2¢ 92650 21 43 36

a) Molecular weight (determined by Gel Permeation Chromatography (GPC), Agilent 1100, Column
PL,
Mixed B-LS with PS-Gel 10 um, CHCIs, RI, 25°C). The Dispersity values were 1,47 and 1,57 for
SBS-1
and SBS-2, respectively.

b) % molar polystyrene (PS) in block copolymer, determined by quantitative analysis 'H NMR
(NMR Spectrometer Brucker Ascend 500 MHz, 25°C, CDCl3).

c) % molar (cis + trans)-polybutadiene (PB) in block copolymer, determined by 'H NMR.

d) % molar 1,2-vinyl-polybutadiene (PB) in block copolymer, determined by 'H NMR.

e) 'H-NMR (CDCl;) § (ppm): 1,2-1,60 (CH,-CH, polystyrene (PS)), 1,7-2,5 (CH,, CH,
polybutadiene (PB)), 4,9-5,1 (CH» 1,2-vinyl-PB), 5,3-5,5 (CH= (cis + trans) PB),
5,6 (CH=, 1,2-vinyl-PB) 6,3 — 7,4 ppm (aromatic protons, PS).
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The chemical composition of the PEN 60/70 asphalt was determined by SARA (acronym
for Saturated-Aromatics-Resins-Asphaltenes) chromatographic analysis (Table 3). This
asphalt had an instability index (Ic) of 0,59.

Table 3. SARA-Chromatographic analysis of base asphalt PEN 60/70?

Saturated (%)°: 22,45; Aromatics (%)% 9,51; Resins (%)% 53,45; Asphaltenes (%)°: 14,59;
Colloidal Index®: 0,59

a) Asphalt PEN 60/70 of Petroperti Company (Refinery Conchan-Lima, Peru).

b) Components weight percentages obtained by SARA-Chromatography Analysis
using lastroscan MK-6s chromatograph.

c) Colloidal Index (Ic)’ = (% asphaltenes + % saturated) / (% resins + % aromatics).
All are weight percentages obtained by SARA analysis.

The Ic value provides information on the instability of the polymer-asphalt system’. In
general, an Ic greater than 0,3 predicts incompatibility (phase separation) between the
asphalt and the SBS copolymer’.

For the characterization of the asphalt, conventional physical properties were used, such
as, for example, penetration, softening point, ductility, penetration index, absolute
viscosity, Brookfield viscosity and kinematic viscosity (Table 4).

Table 4. Conventional physical properties of the asphalt PEN 60/70?

Penetration at 25°C (Penasec): 62 dmm Ductility at 25°C >150 cm
Softening point: 49°C Elastic recovery at 25°C: 30%
Penetration Index® (PI): -1 Absolute viscosity at 60°C: 3,881 P
Pfeiffer and Van Doormal Correlation'® Kinematic viscosity at 135°C: 429 ¢St

a)  ASTM methods were used in the analyses, which were mentioned in Table 1.
b)  Pfeiffer and Van Doormal Correlation'®.
PI = (1952-500logPen;s-c-20SP)/(50logPenssoc-SP-120), were SP = Softening Point of asphalt.

Preparation of polymer modified asphalts

The polymer modified asphalts (PMA) were prepared by mixing 3% by weight of each
of the SBS block copolymers relative to the weight of original PEN 60/70 asphalt.
Typical procedure: In a high shear mixer, 12 kilograms of PEN 60/70 asphalt were heated
to 180°C and after, 360 grams of SBS additive were added. After mixing, a sample was
taken to verify qualitatively, with the fluorescence microscope, that there were no
undissolved polymer lumps in the mixture and, if positive, the additive AD-1 were added
to the asphalt-polymer mixture according of recommendation of supplier and it was
stirred at the same temperature. After this time, samples were taken to determine
qualitatively the degree of dispersion of the polymer in asphalt, and performing physical,
rheological and storage stability tests.
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Stability of asphalt-polymer mixtures (ASTM D-7173)

The modified asphalt was placed in a pair of aluminum tubes and placed upright in an
oven at 163°C for 48 hours. Once cooled, the tubes were cut into three sections, and
samples were taken from the top and bottom (the middle part was discarded), then, the
softening point test (Ring and Ball, Method ASTM D36) was performed with both
samples to determine the degree of separation in the PMA.

Asphalt-polymer morphology

The degree of polymer dispersion in the asphalt samples was studied by total reflection
optical fluorescence.

Rheology

Rheological tests of asphalts were carried out in a dynamic shear rheometer (DSR, TA-
Instruments, Model DHR-2, ASTM D-7175 method). Typical procedure: The asphalt
sample was placed between two 25 mm diameter parallel plates (with 1,0 mm test
clearances) in the DSR and subjected to a temperature sweep at a frequency of 10 rad/sec.
The dynamic shear modulus (G*) and the phase angle (9) of the asphalt binder were
determined with ASTM D-7175 method. The complex shear modulus G is the ratio of
the maximum shear stress and shear strain of linear viscoelastic materials under a
continuous sinusoidal load and then is an indicator of the stiffness or resistance of the
asphalt binder to deformation under load and the phase angle (8) evaluates the relationship
between the elastic and viscous response during the shear process. If phase angle () is
greater the elasticity of the asphalt decreases and vice versa. For original asphalt PEN
60/70 and for SBS-asphalt mixtures, applying the ASTM D-7405 method, temperatures
64°C and 76°C, respectively, were used.

Multiple Stress Creep and Recovery (MSCR) Test of asphalt binder (ASTM D-
7405).

The test was used to analyze the high temperature performance of asphalt and was
performed on the dynamic shear rheometer. The MSCR consisted of subjecting the
asphalt, after being aged in a rolling thin film oven (RTFOT), to the maximum
temperature (64°C (for PEN 60/70) or 76°C (for F-1 and F-2)). The aged sample was
exposed to 20 deformation-recovery cycles, divided into two stages, the first of 10 cycles,
at 0,1 kPa of stress and the second also of 10 cycles at 3,2 kPa of stress. Each cycle lasted
10 seconds: 1 second of creep and 9 seconds of recovery. MSCR test determines the
elastic response (Re) and accumulated deformation (Jnr) of asphalt. The accumulated
deformation (Jnr) is calculated with the following formula for each cycle: Jnr (0,1 kPa)
=¢/100 and Jnr (3,2 kPa) = €/3200,

where € = deformation of asphalt.
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RESULTS AND DISCUSION

The block copolymers styrene-butadiene-styrene, SBS-1 and SBS-2, were characterized
by '"HNMR and '*C NMR spectrometry. Typical signals of styrene (e.g., aromatic protons
at 6,3-7,4 ppm) and butadiene (e.g., cis-trans-vinyl protons at 5,3-5,5 ppm and 1,2-vinyl
protons at 5,6 ppm) were identified (Figure 1).
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Figure 1. '"H-NMR spectra of (a) SBS-1 and (b) SBS-2 block copolymer in CDCl; at 25°C.

13 05

By quantitative "H NMR analysis, comparing the "Har" signal versus "e”, “f”, and “h"
signals of the mentioned spectra it was determined that the polystyrene content was 19,8
mol % and 21,8 mol % for SBS-1 and SBS-2, respectively. Likewise, was determined
that SBS-1 and SBS-2 contained 70 mol % and 43 mol % of cis-trans-polybutadiene,
respectively and comparing the integrals of the "e”, “f" versus "h" signals (Figure 1) it

Rev Soc Quim Peru 91(2) 2025



Estudio comparativo de la accion de dos... 84

was determined that SBS-1 and SBS-2 contained 11 mol % and 36 mol % of 1,2-vinyl-
polybutadiene groups, respectively.

SBS-1 and SBS-2 copolymers were also characterized by FTIR-ATR. The presence of
styrene and butadiene was detected, for example (SBS-2), with the signals at 3005 cm’!
(aromatic) and 966 (=CH, trans 1,4), respectively. The presence of 1,2-vinyl-
polybutadiene groups in SBS-1 and SBS-2 copolymers was detected at 909 cm™! (Figure
2).11-13
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Figure 2. FTIR-ATR spectra of SBS-2 copolymer at 25°C.

The number average molecular weight of the SBS-1 and SBS-2 copolymers, obtained by
GPC, were 99350 and 92650, respectively and both had a relative narrow molecular
weight dispersion (1,5), which is consistent with anionic polymerization, the method by
which these copolymers are made in the industry* 4,

Through SARA-chromatographic analysis it was determined that the original PEN 60/70
asphalt had an instability index Ic of 0,59 (Table 3) greater than maximum 0,3 and
therefore there should be an incompatibility between asphalt and SBS copolymers due to
the lower degree of solubility of the SBS copolymer in asphalt due to the low content of
aromatic compounds in asphalt®*!>,

In general, when asphalt is modified with SBS copolymer, a three-dimensional network
is formed that produces greater viscosity, and an increase in the complex modulus (G*),
greater elastic response (Re) and better mechanic behavior at high and low temperatures>
5

Due to the high Colloidal Index of PEN 60/70 asphalt selected (Ic = 0,59), the
formulations of modified asphalt used additive to improve asphalt polymer compatibility
(interaction between polymer and asphalt), both formulations (F-1 and F-2) meet all the
requirements of Table 1.
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Table 5. Physical properties of asphalts modified with SBS-1 and SBS-2 block
copolymers

Test on asphalt F-1 F-2
Penetration®, 25°C, dmm 56 52
Absolute Viscosityb, 60°C, Px10° 17,39 12,76
Kinematic Viscosityb, 135°C, cSt 1588 1350
Storage stability®, °C 1,6 2,0
Elastic recovery®, 25°C, 10 cm, % 82 85
Softening Point®, °C 61,4 61,7
Rolling Film Oven Test",

Elastic recovery®, 25°C, 10 cm, % 77 78
Penetration®, 4°C, dmm 24 20
Storage stability®, °C 0,6 2.8

a) F-1, F-2: Prepared modified asphalt formulations. In both formulations (F-1 and F-2) 3% by weight of
SBS-1 or SBS-2 copolymer was used relative to the weight of original PEN 60/70 asphalt.

b) Requirement of minimum or maximum values contained in the Peruvian standard for IC modified
asphalts (see Table 1).

c) Rolling thin film oven test: is the asphalt residue after original asphalt being subjected to the thin film
rotary oven at a temperature of 163°C for 85 minutes, according to ASTM D-2872.

d) The analysis methods of the American Standard Testing Method (ASTM) D-5, D-2171, D-2170, D-
7173, D-6084 and D-36 were used for analysis of penetration, absolute viscosity, kinematic viscosity,
storage stability, linear elastic recovery and softening point of the asphalts, respectively.

From the data in Table 5, it was determined that the additives SBS-1 and SBS-2, have a
practically equal effect in improving the physical properties of the asphalt-SBS
copolymer mixture. However, the SBS-1 additive produced much better rheological
properties in the modified asphalt than the SBS-2 additive, as will be seen later.

For PEN 60/70 and asphalt mixtures the standard temperature used for measurement was
64°C and for F-1 and F-2 were 64°C and 76°C. This is because the Performance Grade
of Peruvian asphalt PEN 60/70 is normally PG 64-22, while modified asphalt is typically
PG 76-22.

Rheological tests of asphalts (PEN 60/70, F-1 and F-2) were carried out in a dynamic
shear rheometer (DSR) applying the ASTM D-7175 method. The dynamic shear modulus
(G*) and the phase angle (d) of the asphalts were determined under the conditions
mentioned in the experimental part. The G*/sin () increased for F-1 and F-2 when the
asphalt was modified with SBS polymers (Table 6), and therefore, the creep resistance of
F-1 and F-2 was better than that of PEN 60/70 asphalt. Of the two modified asphalts,
formulation F-1 presented a lower phase angle (9) at both temperatures and therefore, it
will be a more elastic asphalt than F-2 and PEN 60/70 at these conditions. It was also
determined that the modification of asphalt with SBS polymers increased the failure
temperature in the original asphalt from 69,1°C to 83.6°C (F-1) and to 80.4°C (F-2)
respectively (Table 6). The failure temperature is where G*/sin § is equal to 1 kPa and
above this temperature the asphalt loses its properties as a binder.
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The F-1 formulation presented a lower phase angle (Table 6). Therefore, it will be more
elastic against deformations’.

Multiple stress creep recovery (MSCR) tests were used to determine the high-temperature
performance of original PEN 60/70 and SBS-modified asphalt. The stress levels of the
test were 0,1 kPa and 3,2 kPa, and each stress condition consisted of 10 loading cycles,
each loading cycle with constant stress for 1 s and loading recovery for 9 s. According to
the characteristics of asphalt, 64 and 76°C was selected as the test temperature in the
study, and the creep recovery test results of SBS-modified asphalt were compared to the
original asphalt (Table 7 and 8).

Table 6. Dynamic shear modulus of asphalts, ASTM D-7175

Asphalt G*/sin 6* Phase angle® Fail.Temp.°
(kPa) (8) °O)

PEN 60-70 1,91 (64°C) 81,5 (64°C) 69,1

F-1 5,91 (64°C) 62,9 (64°C)

F-2 4,75 (64°C) 66,8 (64°C)

F-1 1,93 (76°C) 67,2 (76°C) 83,6

F-2 1,49 (76°C) 72,4 (76°C) 80,4

a) G*/sin 6: dynamic shear modulus of asphalt obtained by Dynamic Shear Rheometer (DSR)
b) Phase angle of asphalt obtained by Dynamic Shear Rheometer.
¢) Fail temperature of asphalt.

Creep recovery percentage (Re (%)) is used to characterize the ratio between the rebound
deformation and the total deformation of asphalt materials at different stress levels to
obtain the elastic properties of asphalt. The non-recoverable creep compliance (Jnr) is
used to represent the viscous residual deformation of asphalt materials, and the higher its
value, the worse the high temperature resistance of the materials.

As can be seen of Table 7, due to the poor high-temperature resistance of the original
asphalt PEN 60/70 itself, this material had a creep recovery rate (Re) of the original
asphalt at 0,1 and 3,2 kPa is only 23,7% and 13,3%, respectively. Compared with original
asphalt, the creep recovery rate of F-1 and F-2 asphalt mixture was significantly higher
and also there is a smaller difference (< 8%), between the elastic response at 0,1 kPa and
at 3,2 kPa of the modified asphalts compared to the original asphalt (greater than 43%).
This is an indicator that the modified asphalts are more resistant and stable than the
original asphalt PEN 60/70 under the high stresses to which they were subjected and,
therefore, is an indicator of their improved quality - 1617,

Figure 3 shows that, at 64°C, 70°C or 76 °C the elastic recovery (Re(%)), at 0,1 kPa or
3,2 kPa pressure, of F-1 and F-2 is greater than the original PEN 60/70 asphalt and that
Re(%) of F-1 is always greater than that of F-2 at any of these conditions (temperature,
pressure).

The non-recoverable creep flexibility (Jnr) for F-1 and F-2 was significantly reduced
compared to PEN 60/70 (Table 8).
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Table 7. Asphalt deformation resistance (Re) at 64°C

Asphalt Re, 0,1 kPa?, Re, 3,2 kPa®, Re, dif.S,
(%) (%) (%0)
PEN 60-70 23,7 13,3 43,7
F-1 83,2 77,1 7,3
F-2 74,8 68,8 8,0

a) Average percent recovery of asphalt at a creep stress of 0,1 kPa.

b) Average percent recovery of asphalt at a creep stress of 3,2 kPa.

¢) Percent of difference in recovery of asphalt between 0.1 kPa and 3.2 kPa.
It was used the MSCR Method, ASTM D-7405 Method.

Elastic recovery of asphalt binders

90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00% II
0.00% I- .
64°C  70°C  76°C 64°C  70°C  76°C 64°C  70°C  76°C

Asphalt PEN 60-70 F-1 (SBS-1) F-2 (SBS-2)
B REO0.1kPa MRE3.2kPa

Figure 3. Elastic recovery of asphalt binders at 64°C, 70°C and 76°C

This indicates that the addition of SBS-1 (F-1) and SBS-2 (F-2) enhanced the rutting
resistance of asphalt. Then F-1 and F-2 had a lower permanent deformation than the
original asphalt (without SBS copolymer). So we can conclude that with respect to
elasticity and resistance to deformation, the SBS-1 additive produces better properties in
asphalt than the SBS-2 additive.

From the results in Table 8, F-1 and F-2 were classified for “Very Heavy” and “Heavy”
traffic, respectively.
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Table 8. Non-recoverable creep compliance (Jnr) of asphalts at 76°C.
(MSCR, ASTM D-7405)

Asphalt Jor, 0.1 kPa?, Jnr, 3.2 kPa®, Jnr, dif.c, Type of
kPa’! kPa’! % traffic?
PEN 60-70 4,12 5,40 31,20 NC
F-1 0,325 0,515 58,48 V)
F-2 0,707 1,090 53,62 (H)

a) Non-recoverable creep compliance (Jnr) of asphalt at a creep stress of 0,1 kPa.
b) Non-recoverable creep compliance (Jnr) of asphalt at a creep stress of 3,2 kPa.
c) Percent difference between non recoverable creep compliance of asphalt at 0,1 kPa and 3,2 kPa.
d) NC: does not classify for any type of traffic at 76°C,
H: Traffic Heavy, 10-30 millions of ESAL.
V: Traffic Very Heavy, >30 millions of ESAL.
were ESAL: number of equivalent load repetitions of a standard load dual wheel single axle of 18000
1b.

CONCLUSIONS

Two linear triblock copolymers styrene-butadiene-styrene (SBS copolymers) were used
as additives to improve the performance of Peruvian asphalt PEN 60/70 and obtain
modified asphalts for paving. The mentioned asphalt had an instability index Ic= 0,59,
which is higher than the maximum expected value of 0,3 due to the low content of
aromatic compounds in the asphalt, which implied a low solubility of the SBS copolymers
in it.

The main difference in the chemical composition of SBS-1 and SBS-2 was the higher
content of 1,2-vinyl-polybutadiene groups presents in SBS-2 copolymer. However,
rheological tests demonstrated that the SBS-1 additive outperformed the SBS-2 additive
in improving the rheological properties of the modified asphalt, such as resistance to
deformation and elasticity. This allowed the SBS-1-modified asphalt to be classified for
use in pavements with greater demands.
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RESUMEN

En este estudio se identificd y cuantificé cinco muestras de soluciones oleosas de cannabis
que fueron colectadas en forma ambulatoria del centro de Lima, Peru, para poder realizar
el andlisis se realizd mediante cromatografia liquida con detector de fluorescencia
(HPLC-FL) el analisis requirié de un estandar que contiene mix de cuatro aflatoxinas las
cuales son aflatoxinas G1,B1, G2 y B2, A partir del estdndar de aflatoxinas de una
concentracion de 2,6 ug/mL (mix de AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2) lug/mL de AFBI,
lug/mL de AFGI, 0.3 ug/mL de AFB2 y 0.3 ug/mL de AFG2, los resultados obtenidos
en las muestras analizadas no contienen aflatoxinas, El control de calidad es de suma
importancia para verificar que las formulaciones con cannabis puedan tener una dosis
adecuada, se debe controlar la dosis adecuada, la contaminacién por microorganismos,
micotoxinas como las aflatoxinas, plaguicidas entre otros, para poder evitar
consecuencias peligrosas para la salud se debe cumplir las normas de seguridad y un
control de calidad respectivo.

Palabras clave: Aflatoxinas, Cannabis, Cromatografia liquida, Fluorescencia.

DETECTION OF AFLATOXINS IN AMBULATORY
SAMPLES OF CANNABIS OIL SOLUTION FROM LIMA
METROPOLITANA BY FLUORESCENCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY DETECTOR (FL-HPLC)

ABSTRACT

In this study we identified and quantified five samples of oily solutions of cannabis that
were collected on an outpatient basis from the center of Lima, Pert, in order to perform
the analysis was performed by liquid chromatography with fluorescence detector (HPLC-
FL) analysis required a standard containing a mix of four aflatoxins which are aflatoxins
Gl1, B1, G2 and B2, From the standard aflatoxins of a concentration of 2,6 ug/mL (mix
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of AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2) lug/mL of AFB1, lug/mL of AFG1, 0. 3 ug/mL of
AFB2 and 0.3 ug/mL of AFG2, the results obtained in the analyzed samples do not
contain aflatoxins. Quality control is of utmost importance to verify that the formulations
with cannabis can have an adequate dose, the adequate dose, contamination by
microorganisms, mycotoxins such as aflatoxins, pesticides, among others, must be
controlled in order to avoid dangerous consequences for health, safety standards and the
respective quality control must be complied with.

Keywords: Aflatoxins, Cannabis, Liquid chromatography, Fluorescence.

INTRODUCCION

En el Pert, el 17 de noviembre del 2017 se aprueba la ley “N.° 30681 LEY QUE
REGULA EL USO MEDICINAL Y TERAPEUTICO DEL CANNABIS Y SUS
DERIVADOS Articulo 1. Objeto de la Ley La presente ley tiene por finalidad garantizar
el derecho fundamental a la salud y permitir el acceso, exclusivamente para uso medicinal
y terapéutico, del cannabis y sus derivados”!. Teniendo en cuenta ello, es importante el
conocimiento y/o control de los contaminantes que se hagan presente en las muestras de
cannabis. Uno de los contaminantes microbianos son las aflatoxinas, estas son
micotoxinas producidas por hongos del género Aspergillus®.

En 1960, a raiz de la muerte de pavipollos, evento relacionado a la ingesta de harina de
mani contaminada por Aspergillus flavus, se descubri6 la existencia de las aflatoxinas,
encontrandose posteriormente una gran variedad, de entre las cuales destacan B1, B2, G1,
(G2, cuya presencia en alimentos representan un problema a nivel mundial por su caracter
altamente toxico, cancerigeno y teratogeno’. Siendo que La Agencia Internacional para
la Investigacion sobre el Cancer (IARC) clasificé a las aflatoxinas como carcinégenos
humanos®, y asi mismo proporciona evidencia cientifica sobre los efectos nocivos en la
salud por la exposicion a las aflatoxinas®. Estas aflatoxinas se forman en condiciones de
temperatura, humedad y precipitaciones idoneas para la proliferacion de hongos; ademas
pueden aparecer en el cultivo, cosecha y almacenamiento de productos agricolas®, y
mayormente se encuentran en los cereales tales como maiz, arroz, trigo, soja, frutos secos
y productos lacteos’.

El analisis de aflatoxinas en Peru, se realiza mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS/MS) en muestras de paprika en polvo, paprika entera,
nueces, castafias, cacao y cereales®. El andlisis de aflatoxinas en soluciones oleosas de
cannabis es mas desafiante debido a la complejidad y la naturaleza de la muestra,
utilizando métodos que permitan comprobar que las concentraciones de aflatoxinas se
encuentren debajo de los limites reglamentarios permitidos (20 ppb)’.

Los detectores de fluorescencia (FL) miden la emision optica de luz mediante moléculas
de soluto después de haber sido excitadas a una longitud de onda de mayor energia y
puede ser muy sensible para compuestos que tienen fluorescencia nativa o que pueden
hacerse fluorescente mediante derivatizacion'®. Esta técnica ha demostrado ser muy
importante y eficaz para ayudar a convertir a los analitos es formas activas fluorescentes
y hacerlos mas sensibles a la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)'!. La técnica HPLC es una herramienta analitica que puede detectar, separar y
cuantificar el principio activo, sus diversas impurezas y degradantes, y ademds cuenta
con diversos parametros cromatograficos de optimizacion'?. El objetivo de este trabajo
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fue determinar la concentracion de aflatoxinas presentes en muestras oleosas de Cannabis
sativa comercializada en Lima metropolitana mediante Detector de Fluorescencia por
Cromatografia Liquida (FL-HPLC).

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta de las muestras

Las cinco muestras oleosas de Cannabis sativa fueron adquiridas de comerciantes
ambulatorios en distintos puntos de Lima Metropolitana. En la Tabla 1 se detalla la
codificacion utilizada, asi como los datos encontrados en las etiquetas de los productos
adquiridos.

Tabla 1. Datos de las muestras de soluciones oleosas de Cannabis sativa.

Muestra Nombre Lote Fec.ha. de
vencimiento
Extracto
N° 1 estandarizado de
cannabidiol (CBD) 1014225 S/F
Cannabis sativa
N° 2 Aceite Medicinal S/L F.P:03-05-2023
Natural CBD FV:05-03-2025
ACEITE )
T
NATURAL CBD Rt
ACEITE
N° 4 MEDICINAL
C.B.D MUNDO Q74 S/F
CANNABIS
Extracto
N° 5 estandarizado de
cannabidiol (CBD) S/L S/F

Cannabis Sativa

Preparacion del estandar

Para la preparacion de la curva de calibracion se realizo una solucion a partir del estandar
de aflatoxinas de concentracion 2,6 pg/mL (1pg/mL de AFBI1; 1pg/mL de AFG1; 0,3
pg/mL de AFB2 y 0,3 ng/mL de AFG2). Se analizaron cinco diluciones de este estandar
de aflatoxinas totales, desde 0,65 pg/mL hasta 13,0 pg/mL. Posteriormente se realiz6 la
derivatizacion de estas soluciones.
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Preparacion de las muestras

Se peso 5 g de las muestras oleosas correspondientes, que fueron colocadas en una fiola
de 100 mL. Estas fueron aforadas con el diluyente, para luego ser homogeneizadas y
agitadas durante 30 minutos utilizando un agitador magnético. Se eluyeron las muestras
a través de la columna de inmunoafinidad, para finalmente realizar el proceso de
derivatizacion para cada una de las cinco muestras.

Derivatizacion

Todas las muestras fueron sometidas a un proceso de derivatizacion utilizando como
reactivo una solucion de acido trifluoroacético:acido acético:agua (2:1:7). Se transfirid
200 uL de la muestra a un vial de 1,5 mL; al que se adicionaron 700 uL de reactivo de
derivatizacion. Se cerr6 el vial y se agitd en Vortex, para posteriormente ser calentado a
65 °C durante 10 minutos en bafio maria. Una vez enfriado el vial, se inyect6 50 uL del
producto en el equipo de HPLC-FL.

Condiciones cromatograficas

Se utilizo un equipo de Cromatografia liquida de alta resolucién con detector de
fluorescencia (HPLC-FL). Las muestras fueron eluidas a través de una columna RP-18
de 12.5 cm x 4 mm x 5 um (L1), utilizando como fase mévil una mezcla isocratica
agua:metanol (60:40) que fue inyectada a una velocidad de 0,8 mL por minuto (mL/min).
La longitud de onda de excitacion fue de 365 nm, mientras la de emision fue de 450 nm.

Determinacion de la concentracion de aflatoxinas

Una vez culminado el andlisis cromatografico, se utilizaron los datos obtenidos para el
calculo del contenido de aflatoxinas presente en cada una de las muestras.

Csmp(%%) x Solvente (mL) x eluciéon (mL)

Contenido de aflatoxi kg) =
ontenido de aflatoxinas (ug/kg) peso muestra (g) x alicuota (mL)

Donde:

Peso muestra: peso en gramos de la muestra analizada (5 g)

Solvente: cantidad de solvente para la extraccion (100 mL)

Eluciéon: volumen colectado al eluir por la columna de inmunoafinidad (1 mL)
Csmp: concentracion de aflatoxina calculada por regresion lineal

RESULTADOS Y DISCUSION

La legalizacion del cannabis requiere de métodos analiticos adecuados para garantizar la
seguridad publica. En el cannabis pueden existir muchos contaminantes, entre ellos se
encuentran los metales pesados como arsénico (As), mercurio (Hg), plomo (Pb) y cadmio
(Cd), asi como las aflatoxinas, ocratoxina A, plaguicidas, entre otros contaminantes
biologicos'®. Las aflatoxinas son metabolitos secundarios derivados de la
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difuranocumarina, generados por hongos del grupo Aspergillus, en especial Aspergillus
flavus y Aspergillus parasiticus, y se consideran contaminantes nocivos por su capacidad
para dafar el higado, afectar el sistema inmunolégico y provocar cancer'* 5. Se clasifican
en cuatro tipo generalmente, aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1
(AFG1) y aflatoxina G2 (AFG2); siendo la AFB1 la més téxica y catalogada como
carcinogeno del Grupo I por la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer
(TARC)'S. Por lo que, la presencia de aflatoxinas constituye un riesgo importante, sobre
todo en formulaciones no reguladas que podrian estar bajo condiciones de
almacenamiento y procesamiento inadecuadas. En la tabla 2 se detallan los datos
obtenidos tras el andlisis cromatografico por HPLC-FL de los estdndares y muestras
problemas.

Tabla 2. Datos del analisis de las muestras de aceite de cannabis para la cuantificacion
de aflatoxinas.

Area del pico
Sample ID  AFLAT. . .
G1 AFLAT. B1 AFéJ?T AFLAT. B2 ?l(?)li“i{
FM 0 0 0 0 0
BLANCO 0 0 0 0 0
STD 1 61789 94621 23526 41875 221811
STD 1 61970 97865 23951 42256 226042
STD 2 129435 227189 53972 93355 503951
STD 2 128431 228935 53289 92980 503635
STD 3 241230 429917 102365 168568 942080
STD 3 243481 438745 105541 164589 952356
STD 4 541300 981025 229158 367560 2119043
STD 4 540669 979956 222596 378224 2121445
STD 5 1297890 2487662 588963 975708 5350223
STD 5 1330530 2490517 583568 971289 5375904
MP1 0 0 0 0 0
MP1 0 0 0 0 0
MP2 0 0 0 0 0
MP2 0 0 0 0 0
MP3 0 0 0 0 0
MP3 0 0 0 0 0
MP4 0 0 0 0 0
MP4 0 0 0 0 0
MP5 0 0 0 0 0
MP5 0 0 0 0 0
FM 0 0 0 0 0
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Curva de calibracion
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Figura 1. Curva de calibracion de aflatoxinas totales para cuantificacion de aflatoxinas.
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Figura 2. Cromatograma del blanco, mix de estandar de aflatoxinas y muestra problema.

En el presente estudio, se realizo la deteccion de aflatoxinas en muestras ambulatorias de
soluciones oleosas de cannabis. Por lo que, se utiliz6 un estdndar certificado con
concentraciones definidas de cada aflatoxina (2,6 pg/mL en total; con 1 pg/mL de AFBI
y AFGI; y 0,3 pg/mL de AFB2 y AFG2), permitiendo establecer un limite de deteccion
confiable. La metodologia se realizd de acuerdo a la normativa oficial AOAC 994,03;
Norma ICONTEC, NTC 1232, la cual corresponde a la determinacion de aflatoxinas en
cereales y alimentos por Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de
fluorescencia (HPLC-FL)"". La ausencia de aflatoxinas en las muestras sugiere que los
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aceites de cannabis evaluados no estuvieron expuestos a contaminacion flngica
significativa en su produccion y almacenamiento, lo cual es un hallazgo positivo desde el
punto de vista de la seguridad del consumidor. Como se puede observar en los
cromatogramas descritos en la figura 2, hubo ausencia de aflatoxinas en las cinco
muestras oleosas de Cannabis sativa.

Las variedades de Aspergillus tienen la capacidad de generar aflatoxinas y ocratoxina A
(OTA). No obstante, a pesar de que investigaciones anteriores han sefialado que A. flavus
y A. parasiticus pueden sintetizar aflatoxinas en muestras de cannabis libre de gérmenes,
estas micotoxinas rara vez se encuentran en analisis de control '®. Esta irregularidad podria
deberse a varios motivos, como la abundancia de cepas no productoras de toxinas en los
cultivos de cannabis, condiciones ambientales poco propicias para la formacién de
micotoxinas, el efecto inhibidor de los terpenos de la flores sobre el crecimiento de
hongos, o la posible descomposicion de compuestos por parte de la planta o sus
microorganismos asociados'’.

En la investigacion realizada por Burchicio et al. (2022), se examinaron las aflatoxinas
(AF) y la ocratoxina A (OTA) en 142 muestras de cannabis ilegal decomisadas en el
mercado local mediante cromatografia liquida de alta eficacia con un detector de
fluorescencia. Las AF se transformaron antes de su deteccion utilizando una celda Kobra.
No se encontr6é contaminacion por AF (LOD=0,04 ug/Kg) en ninguna de las muestras
estudiadas. Por otro lado, se halld OTA en alrededor de un tercio de las muestras, con una
concentracion promedio de 4,30 ug/Kg°.

En el estudio de Wilcox et al. (2020) se analizaron 5 muestras de productos de cannabis
a las cuales se les realiz6 la elucion de aflatoxinas por columnas de inmunoafinidad multi
anticuerpo y comparadas con un sistema automatizado con cartuchos de inmunoafinidad
reutilizables en linea que posteriormente fueron analizadas mediante deteccion por
fluorescencia mediante cromatografia liquida, el valor obtenido para la muestra de aceite
que contiene 2,75% de cannabidiol (CBD) fue de 0,3 ug/Kg en el primer método y en el
segundo 0,1 ug/Kg, observandose la constante de concentraciones bajas de aflatoxinas en
muestras comercializadas de cannabis. Analizando la metodologia, en este caso las
condiciones de extraccion fueron diferentes, aunque el metanol - agua es el disolvente de
aflatoxinas por excelencia, se optod por una extraccion con acetonitrilo - agua, ademas en
la LC se utilizo6 la programacion de dos fases moviles para mejorar la forma de los picos
y garantizar una mejor separacion de las aflatoxinas individuales, en este estudio se
cumpli6 con un porcentaje de recuperacion de 76 a 120%, y las desviaciones estandar
estuvieron entre 0,8 y 6,6%>'.

Existen diversas técnicas cromatograficas para determinar la cantidad de contaminantes
en muestras de cannabis; ademas, otros métodos como el inmunoensayo enzimatico para
medir la aflatoxina B1?2. Sin embargo, los métodos mas utilizados son la cromatografia
liquida (LS) acoplada a espectrometria de masas (MS), y la cromatografia de gases (GC)
acoplada a MS%. Por ejemplo en el estudio de Serafimovska et al. (2021), se analizé la
concentracion de aflatoxinas en muestras de flores, las flores enriquecidas con aflatoxinas
y posteriormente en el extracto descarboxilado con etanol al 96%, analizadas mediante el
método analitico LC/MS/MS, en las muestras de flores no se obtuvo cantidades
significativas de aflatoxinas, pero en el extracto se encontrd una mayor concentracion de
aflatoxinas en comparacion con la muestra enriquecida ademas se demostrd que el
método LC/MS/MS es reproducible, sensible, rentable y eficaz para la determinacion de
aflatoxinas en extractos de cannabis. Se considera importante el control de las aflatoxinas
durante el cultivo, cosecha y poscosecha ya que cantidad de aflatoxinas en estas etapas
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comprometen la cantidad fuera de los limites permitidos en los productos derivados de
ellas®.

CONCLUSIONES

Se realiz6 la identificacion y cuantificacion de soluciones oleosas de cannabis mediante
cromatografia liquida con detector de fluorescencia (HPLC-FL). El andlisis realizado a
las muestras analizadas, no reportaron presencia de aflatoxinas, dando un resultado
negativo por debajo del limite de deteccion de 2,6 pg/mlL.
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RESUMEN

El maiz amarillo duro es un cultivo fundamental en la dieta peruana, pero su calidad puede
verse comprometida por contaminantes quimicos y biologicos. El presente estudio tuvo
como objetivo determinar la presencia de plomo, cadmio y hongos micotoxigénicos en
muestras de maiz amarillo duro en etapas de cosecha y poscosecha procedentes de Huaral,
Lima. Para ello, se determinaron las concentraciones de plomo y cadmio mediante
Espectrofotometria de Absorcion Atdmica de Flama, ademads, se aislaron y contaron los
hongos mediante purificaciéon de cepas en medios selectivos para identificar géneros
micotoxigénicos. Los resultados mostraron concentraciones elevadas de plomo (< 5,847
mg/kg) y cadmio (< 1,016 mg/kg), que exceden los limites internacionales para cereales.
En el analisis micotoxigénico, se identificaron los géneros Fusarium sp. y Penicillium sp.
en ambas etapas, con dos cepas distintas de Fusarium aisladas, pero no identificadas a
nivel de especie. Estos hallazgos coinciden con reportes que indican que la contaminacion
fingica puede originarse tanto en campo como en almacenamiento, y que el manejo
inadecuado favorece la proliferacion de hongos toxigénicos. Ademas, es fundamental
implementar estrategias integrales de manejo poscosecha para reducir la contaminacion
quimica y bioldgica, asegurando la calidad e inocuidad del maiz amarillo duro.

Palabras clave: Plomo, Cadmio, Zea mays, Fusarium, Penicillium.

? Facultad de Farmacia y Bioquimica, Departamento de Quimica Basica y Aplicada, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. Av. Miguel Grau 755, Lima 23, Peru.

* Autor de correspondencia: acastrol@unmsm.edu.pe

Rev Soc Quim Peru 91(2) 2025


mailto:acastrol@unmsm.edu.pe

101 Juan Ponce, Américo Castro, Norma Ramos...

HEAVY METALS AND MYCOTOXYGENIC FUNGI IN
Zea mays L. "maiz amarillo duro” AT HARVEST AND POST
HARVEST STAGES IN HUARAL CITY, LIMA-PERU

ABSTRACT

Hard yellow corn is a fundamental crop in the Peruvian diet, but its quality can be
compromised by chemical and biological contaminants. The present study aimed to
determine the presence of lead, cadmium and mycotoxigenic fungi in samples of hard
yellow corn at harvest and postharvest stages from Huaral, Lima. For this purpose, lead
and cadmium concentrations were determined by Flame Atomic Absorption
Spectrophotometry, and fungi were isolated and counted by purification of strains on
selective media to identify mycotoxigenic genera. The results showed elevated
concentrations of lead (< 5,847 mg/kg) and cadmium (< 1,016 mg/kg), which exceed
international limits for cereals. In the mycotoxigenic analysis, the genera Fusarium sp.
and Penicillium sp. were identified at both stages, with two distinct strains of Fusarium
isolated, but not identified to species level. These findings are consistent with reports
indicating that fungal contamination can originate both in the field and in storage, and
that improper handling favors the proliferation of toxigenic fungi. In addition, it is
essential to implement integrated postharvest management strategies to reduce chemical
and biological contamination, ensuring the quality and safety of hard yellow corn.

Keywords: Plumb, Cadmium, Zea mays, Fusarium, Penicillium.

INTRODUCCION

Las micotoxinas son compuestos bioactivos producidos principalmente por hongos de los
géneros Aspergillus spp, Penicillium spp y Fusarium spp, los cuales tienden a infectar
cultivos de cereales, que son fuentes importantes de alimento para humanos y animales.
Entre las micotoxinas mas relevantes se encuentran los tricoenos, las fumonisinas, las
aflatoxinas, la ocratoxina A y la zearalenona (1-6). Estos compuestos no solo perjudican
los cultivos, sino que su ingesta se ha vinculado al desarrollo de enfermedades cronicas,
efectos carcinogénicos, inmunosupresion y alteraciones endocrinas (7). Se han
identificado alrededor de 35 tipos de micotoxinas que pueden afectar al maiz y a sus
productos derivados (8). La ocratoxina A, en particular, es una micotoxina producida por
hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium, y es un contaminante comun en cereales
como el maiz, con demostrada toxicidad, especialmente a nivel renal (9).

Ademas, es fundamental destacar que la presencia de metales pesados en alimentos de
origen vegetal representa un riesgo significativo para la salud humana, principalmente
debido a la contaminacion de los suelos agricolas peruanos. Estos suelos contienen de
manera natural compuestos quimicos como cadmio, mercurio, arsénico, cromo y plomo,
los cuales se ven incrementados por diversas actividades humanas que contribuyen a la
contaminacion del suelo (10). EI plomo, un metal pesado altamente toxico, puede causar
dafos en el sistema nervioso, renal, reproductor, hematopoyético y cardiovascular. Por
su parte, el cadmio es reconocido como un metal pesado con alta toxicidad y ha sido
clasificado por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) como
carcinogeno del Grupo I (11). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) los sefialan
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entre las diez sustancias quimicas que representan mayor preocupacion para la salud
publica. Estos metales se acumulan en los suelos debido a practicas agricolas como la
fertilizacion y el riego, y posteriormente son absorbidos por las plantas a través de sus
raices, lo que facilita su entrada en la cadena alimentaria (12).

En el Peru, el cultivo de maiz representa una actividad econdmica relevante en el Pert,
segun el informe de SENASA, que requiere un monitoreo fitosanitario constante debido
a su susceptibilidad a infestaciones por enfermedades y plagas (13), especialmente
aquellas causadas por hongos, que van desde la pudriciéon de las mazorcas hasta la
generacion de micotoxinas (14). Tanto el Codex Alimentarius (CXS 193-1995) como la
normativa vigente de la Unién Europea establecen los mismos limites permitidos para
plomo y cadmio en cereales, fijando en 0,1 mg/kg el maximo para cadmio y en 0,2 mg/kg
para plomo, con el fin de salvaguardar la salud publica y facilitar el comercio.

Por esta razon, el objetivo de este estudio fue determinar la presencia de plomo, cadmio
y hongos micotoxigénicos en muestras de maiz amarillo duro en etapas de cosecha y
poscosecha procedentes de Huaral, Lima, esto permitird comprender mejor la
problemadtica existente y contribuir con informacion valiosa para futuras investigaciones
relacionadas con la salud publica, la salud ambiental y la seguridad alimentaria.

PARTE EXPERIMENTAL

Recolecta de las muestras

El presente estudio se realizo recolectando muestras de maiz amarillo duro de diferentes
campos de cultivos localizados en la ciudad de Huaral a 188 msnm, del departamento de
Lima. Ademas, la colecta fue realizada en etapas de cosecha y poscosecha, a una
temperatura aproximada de 23 °C y 17 °C en los meses de abril y agosto del 2024,
respectivamente (Ver Tabla 1). La muestra recolectada de cada campo de cultivo estuvo
compuesta de 3 puntos de muestreos aleatorios para que este fuese lo mas representativo
posible de cara al consumidor final.

Tabla 1. Descripcion informativa de las muestras de maiz amarillo duro recolectadas.

N°  Nombre Procedencia Muestra*
Campos de cultivos en Huaral, 600 g de Maiz amarillo duro
1 MPC i
Lima. en etapa de poscosecha.
Campos de cultivos en Huaral, 600 g de Maiz amarillo duro
2 MC .
Lima. en etapa de cosecha.

*La muestra estd conformada por el muestreo de 3 puntos aleatorios.

Clasificacion y tratamientos de las muestras

Se realizo6 la clasificacion taxondmica de las muestras de maiz amarillo duro procedentes
de la ciudad de Huaral, del departamento de Lima. Posteriormente, las muestras fueron
secadas en una estufa a 40 °C hasta la pérdida total de humedad. Luego, se redujo el
tamafio de particula de las muestras en un molino de cuchillas. Finalmente, las muestras
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homogenizadas se conservaron a bajas temperaturas sin exposicion a la luz, ni humedad

(15).

Determinacion de metales pesados

Se sigui6 la determinacion de plomo y cadmio segin el método AOAC 999.11 (16), el
analisis de las muestras se realizdo mediante un espectrofotometro de absorcion atomica
de flama modelo AA-7000 de Shimadzu. En la etapa de preparacion para determinar
plomo, cadmio y arsénico. Se pesé entre 10 y 20 gramos de las muestras de maiz amarillo
duro en un crisol, luego fue sometida a calcinacion en una mufla, con un incremento
gradual de temperatura desde 100°C hasta alcanzar 450°C, por un periodo de al menos 8
horas. Posteriormente, se anadieron 2 ml de agua destilada y la muestra se calenté en una
plancha, para luego reintroducirla en la mufla. Una vez obtenidas las cenizas, se procedio
a agregar 5 ml de HNOs 6M hasta evaporacion completa. Finalmente, se adiciond HNO:
0,1M para la digestion, la cual se dejo por 20 minutos. El residuo se transfiri6 a una fiola
de 25 ml, completando el volumen con agua ultrapura.

El blanco de las muestras fue procesado siguiendo el mismo procedimiento que las
muestras, y el analisis se llevo a cabo por duplicado. Como referencia, se emplearon
soluciones estandar de plomo y cadmio con concentracion inicial de 1000 mg/L y 996
mg/L en medio de HNOs 0,5N; respectivamente. A partir de estas, se prepard una curva
de calibracion con puntos de 0,05; 0,1; 0,2 y 5 ppm para cadmio y de 0,5; 1; 2 y 5 ppm
para plomo.

Dado que las concentraciones de Pb y Cd se reportaron entre el limite de deteccion (LOD)
y el limite de cuantificacion (LOQ), se trataron como datos censurados. Se aplicé un
enfoque por escenarios: valor conservador (LOD), estimacion puntual (media del
intervalo [LOD, LOQ)]) y valor méximo (LOQ). Para contextualizar la incertidumbre, se
estimd la desviacion estandar y, cuando correspondid, se calcularon intervalos de
confianza del 95 % para la media y se acotaron fisicamente a [LOD, LOQ]. Finalmente,
se compararon las estimaciones con los limites maximos permitidos (UE/Codex).

Analisis de hongos micotoxigénicos

De las muestras se tomaron 10 g en un ambiente estéril del maiz amarillo en etapas de
poscosecha y cosecha, y luego se colocd en un matraz con 90 ml de agua peptonada estéril
y se dejo en agitacion a 160 RPM por 15 minutos. A continuacion, se realizaron diluciones
decimales hasta llegar a la concentracion 10°. Una vez realizadas las diluciones, se
selecciond 100 ul de cada dilucidén para sembrar en placas Petri por incorporacion y por
triplicado en Agar Papa Dextrosa (APD) a la cual se le agreg6 0,4 g/L de cloranfenicol.
Las condiciones de incubacioén fueron a 28°C en un periodo de 5 a 7 dias, con un
seguimiento constante del crecimiento (17).

A partir de estos es que se realizo el proceso de repique en otras placas Petri con APD
para adquirir solo una cepa de hongo por placa y poder realizar una adecuada
identificacion. Las condiciones de incubacion fueron a 28°C en un periodo de 5. Las
colonias fungicas obtenidas se inocularon en APD inclinado, luego de las mismas
condiciones de incubacidn se conservaron en refrigeracion a 4°C.

Se realizé el método de Riddell modificado (18), el cual consiste en utilizar placas Petri
con lamina y laminillas estériles, en las cuales se le adiciona porciones de agar de 0,8 cm
de lado y de alto para luego inocular el hongo en las caras laterales, posteriormente se le
coloca una laminilla sobre el agar, y luego se agregd una porcion de algodén humedo
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estéril, y de esta forma se dejo en incubacion por 28°C por 5 dias. Posteriormente, tras la
incubacion se realizd una observacion del crecimiento de cada hongo con sus respectivas
estructuras adheridas a las laminas. Finalmente, se realiz6 un montaje de las laminas y
laminillas con azul de lactofenol para observar las estructuras de los hongos en
microscopio optico, se corrobord el género de cada uno de los hongos purificados y se
reportd cada uno.

Recuento microbiano

Los hongos almacenados en refrigeracion fueron reactivados en APD a través de una
siembra en una placa Petri por puntura, luego se incubaron a 28 °C durante 5 dias. Todo
este proceso se realizd por triplicado. Se cuantificaron las colonias que crecieron en el
medio de cultivo APD, con cloranfenicol, y se determind el recuento microbiano en
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) mediante la siguiente formula:

# colonias X Factor de dilucién
UFC/ml =

Volumen de sembrado (ml)

RESULTADOS Y DISCUSION

La investigacion se llevd a cabo en el Instituto de Investigacion en Ciencias
Farmaceéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” en la Facultad de Farmacia
y Bioquimica — UNMSM vy en el Laboratorio de Investigacion y Certificaciones
"LABICER" en la Facultad de Ciencias — UNI.

Determinacion de metales pesados

Se realizo la determinacion de Plomo y Cadmio en las muestras de maiz amarillo duro en
etapas de poscosecha y cosecha (Ver Tabla 2). Los resultados revelaron concentraciones
preocupantes de metales pesados en las muestras de maiz amarillo duro analizadas, con
niveles de plomo (< 5,847 mg/kg) y cadmio (< 1,016 mg/kg) que exceden
significativamente los estdndares internacionales de seguridad alimentaria y representan
un riesgo potencial para la salud humana y animal.

Tabla 2. Determinacién de Plomo (Pb) y Cadmio (Cd) en las muestras de Maiz amarillo
duro recolectadas.

Muestra de Maiz amarillo duro (mg/Kg) LOQ* LMP
Metal pesado K K
Poscosecha Cosecha (mg/Kg) (mg/Kg)
Pb** < 5,847 <5,847 5,847 0,2
Cg*** <1,016 <1,016 1,016 0,1

*Limite de Cuantificacion del Método. **LOD: 1,754 mg/Kg ***LOD: 0,305 mg/kg

Las concentraciones de Pb y Cd se ubicaron entre LOD y LOQ (1,754 — 5,847 mg/kg para
Pb; 0,305 — 1,016 mg/kg para Cd). La estimacion puntual (media del intervalo) fue de
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3,80 mg/kg para Pb (SD de 1,18 mg/kg) y 0,66 mg/kg para Cd (SD de 0,21 mg/kg).
Considerando n=3, los IC95 % tedricos, acotados a los limites analiticos, abarcaron
[1,754; 5,847] mg/kg (Pb) y [0,305; 1,016] mg/kg (Cd). En el andlisis de sensibilidad
frente a la normativa, incluso el escenario mas conservador (LOD) superé los limites
maximos permitidos de 0,2 mg/kg (Pb) y 0,1 mg/kg (Cd) en 8,8x y 3,1x veces,
respectivamente; la estimacion puntual indic6 19,0x (Pb) y 6,6x (Cd) veces, y el escenario
maximo 29,2x (Pb) y 10,2x (Cd) veces (Ver Tabla 3).

Tabla 3. Resumen analitico de Pb y Cd, estimaciones y comparacion normativa.

Metal LOD LOQ Estimacion SD Multiplo  Multiplo  Multiplo

esado  (mg/kg) (mg/kg) puntual estimada LMP LMP LMP
p gke) AMgXe)  (mgikg) (mg/Kg) (LOD) (puntual) (LOQ)
Pb 1,754 5,847 3,801 1,182 8,8 x 19.0x  292x
Cd 0,305 1,016 0,661 0,205 3,1 x 6,6 X 10,2 x

*Desviacion estandar.

Aun con la incertidumbre inherente a los datos censurados entre LOD y LOQ, el enfoque
por escenarios muestra que, para Pb y Cd, el incumplimiento normativo persiste en todo
el rango plausible. Esta conclusion es robusta porque el escenario mas conservador (LOD)
ya excede los limites maximos (UE/Codex). La magnitud de los multiplos (>3 x para Cd
y > 8x para Pb veces) sugiere una contribucion relevante de fuentes y practicas
agronomicas (fertilizantes fosfatados, riego, y movilidad geoquimica de cationes
divalentes), coherente con lo reportado para cereales en contextos similares. Todo esto
podria indicar una contaminacién severa que puede representar riesgos significativos para
la seguridad alimentaria, considerando que el maiz es un alimento basico en la dieta
peruana.

La extension de esta contaminacioén es acorde con investigaciones anteriores que han
evidenciado la habilidad del maiz para acumular metales pesados de suelos contaminados.
Estudios llevados a cabo en cultivos de maiz situados cerca de depodsitos mineros han
revelado que estas plantas son capaces de concentrar grandes cantidades de metales
pesados, lo que reduce notablemente su rendimiento y plantea riesgos potenciales para la
salud de animales y personas que las consumen (19).

Desde un punto de vista quimico, la alta afinidad del Pb y Cd por compuestos
nitrogenados y fosforilados del grano, como proteinas y fitatos, favorece su acumulacion
en matrices vegetales. Entre las fuentes probables de contaminacion se encuentran el uso
de fertilizantes fosfatados, aguas de riego contaminadas y depdsitos residuales en suelos
agricolas (20; 21). La evidencia sugiere que, aunque el andlisis estuvo limitado por el
LOQ, el riesgo potencial para la salud publica es elevado, especialmente considerando la
ingesta cronica de maiz en la dieta local.

Los elevados niveles de metales pesados registrados indican que las plantas de maiz
analizadas probablemente sufrieron efectos fitotoxicos durante su desarrollo.
Investigaciones experimentales han evidenciado que el cadmio provoca una reduccion
del 42% en la altura de las plantas y una pérdida de peso del 63% en las dosis mas altas,
mientras que el plomo produce una disminucion del 20% en altura y del 15% en peso.
Dado que el cadmio es mas movil y soluble en agua en comparacion con otros metales,
su impacto en el crecimiento vegetal es mas significativo, ya que inhibe la sintesis de
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proteinas, afecta negativamente la fotosintesis y dificulta el transporte de carbohidratos
(22). La acumulacién de estos metales en los tejidos de las plantas no solo compromete
la calidad nutricional de los granos, sino que también interfiere con la absorcion de
nutrientes esenciales. Investigaciones han mostrado que la exposicion al cadmio reduce
de manera considerable el contenido de potasio (18,4%) y calcio (21,3%) en los brotes,
asi como también afecta la asimilacion de micronutrientes como el cobre, zinc, hierro y
manganeso (23).

Analisis de hongos micotoxigénicos

Se realiz6é secuencialmente la resuspension, purificacion, preservacion y repique de las
muestras de maiz amarillo duro en etapas de poscosecha y cosecha (Ver Figura 1).

Figura 1. Proceso de preparacion de las muestras de maiz amarillo duro en etapas de poscosecha y
cosecha A. Resuspension B. Purificacion C. Repique

En el analisis de macrocultivo y microcultivo se lograron encontrar los géneros de hongos
Fusarium sp. y Penicillium sp. tanto para el maiz amarillo duro en etapa de poscosecha
(Ver Figura 2) y para el de la etapa de cosecha (Ver figura 3). Los hongos Fusarium sp.
presentaron remarcadas hifas hilianas septadas y los conidios fragmosporados e hilianos,
mientras que el Penicillium sp. presento hifas hilianas, septadas y conidios en cadenas
desde las fidsides.
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Fusarium sp. 1 Penicillium sp.

Figura 2. Analisis micotoxigénico del maiz amarillo duro en etapa de poscosecha A. macrocultivo B.
microcultivo

Fusarium sp. 2 Penicillium sp.

Figura 3. Analisis micotoxigénico del maiz amarillo duro en etapa de cosecha A. macrocultivo B.
microcultivo
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Se lograron aislar dos cepas clasificadas dentro del género Fusarium; sin embargo, la
identificacion a nivel de especie no fue posible debido a las limitaciones propias de la
caracterizacion morfologica y a la falta de andlisis moleculares adicionales. Por ello,
ambos aislamientos se reportan como Fusarium sp. 1 'y Fusarium sp. 2, se les asignaron
las denominaciones provisionales para distinguir entre las dos cepas identificadas
unicamente a nivel genérico.

La presencia de Fusarium sp. y Penicillium sp. en muestras de maiz amarillo duro durante
las fases de poscosecha y cosecha indica un posible riesgo para la seguridad alimentaria,
debido a la capacidad de estos hongos para producir micotoxinas termoestables que
pueden persistir a lo largo del procesamiento. La identificacion restringida a nivel
genérico subraya la necesidad de aplicar técnicas moleculares que permitan una
caracterizacion mas precisa, lo cual es fundamental para evaluar el verdadero perfil
toxigénico de estas cepas (24).

La deteccion de ambos géneros en las fases de poscosecha y cosecha indica que puede
haber contaminacién tanto en el campo como en el almacenamiento. Practicas
inadecuadas en el manejo de la poscosecha, como un secado lento y niveles de humedad
superiores al 18%, favorecen el crecimiento de Penicillium sp., cuyas toxinas pueden
generarse incluso en material fresco antes de ser ensilado (25). En el caso de Fusarium
sp., las condiciones climaticas durante la floracién, como las lluvias y la alta humedad,
favorecen ciertas infecciones iniciales, mientras que los dafios mecanicos ocurridos
durante la cosecha facilitan la entrada de contaminantes secundarios (26).

Recuento microbiano

Previamente, se realizd el pretratamiento a las muestras de maiz amarillo duro en etapas
de poscosecha y cosecha segun la Figura 1. Posteriormente, se procedi6 a realizar el
conteo de colonias (Ver Figura 4) dando como resultado < 3,0 x 10* UFC/ml para el maiz
amarillo duro en etapa de poscosecha y 1,80 x 10° UFC/ml para el maiz amarillo duro en
etapa de cosecha (Ver Tabla 4).

Figura 4. Recuento microbiano de hongos en el maiz amarillo duro en etapas de poscosecha y cosecha.
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Tabla 4. Recuento microbiano de las muestras de maiz amarillo duro recolectadas.

, Conteo (# de colonias) Recuento
Muestr‘a de Maiz Dilucién microbiano
amarillo duro 1° Do 3° Prom. (UFC/ml)
Etapa de 3 1 1 1,67* 1073 <3,0x 10*
poscosecha
Etapa de 21 18 15 18,00%* 1073 1,8 x 10°
cosecha

*Fuera del limite minimo detectable. **Dentro del rango tolerable.

Los recuentos microbianos registrados (< 3,0 x 10* UFC/mL en poscosecha vs. 1,80 x
10° UFC/mL en cosecha) revelan un patron atipico que sugiere contaminacién primaria
durante la fase de cosecha y un control parcial durante el almacenamiento. Esta
divergencia sefiala deficiencias criticas en el manejo agrondmico inicial y destaca la
necesidad de optimizar protocolos de higiene en etapas tempranas de la cadena de
produccion.

La disminucion a < 3,0 x 10* UFC/mL sugiere la aplicacion de practicas de secado
eficaces, probablemente reduciendo la humedad por debajo del 14%, umbral critico para
inhibir el crecimiento bacteriano. Sin embargo, la persistencia de Fusarium y Penicillium
indica que las temperaturas de almacenamiento mantuvieron condiciones ptimas para la
esporulacion fungica, la ventilacion insuficiente en silos cre6 microambientes anaerobios
favorables para hongos facultativos o la ausencia de tratamientos antimicrobianos (ej.
acido propidnico) permitié la supervivencia de esporas termotolerantes (27).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio ponen en evidencia una preocupante
contaminacion del maiz amarillo duro en las etapas de poscosecha y cosecha, tanto por
metales pesados como por microorganismos potencialmente toxigénicos. Las
concentraciones elevadas de plomo y cadmio superan ampliamente los limites
internacionales, lo que representa un riesgo significativo para la salud humana y animal.
La presencia de géneros fungicos como Fusarium sp. 'y Penicillium sp., junto con la
identificacion de dos cepas distintas de Fusarium, indica una contaminacidén micoldgica
persistente que puede derivar en la produccion de micotoxinas nocivas. Finalmente, los
recuentos microbianos sugieren una alta carga bacteriana en la etapa de cosecha que
disminuye en poscosecha, reflejando un manejo poscosecha parcial pero insuficiente para
controlar la proliferacion fingica.
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SINTESIS DE POLIMEROS TELEQUELICOS DE 2-ETIL-
2-OXAZOLINA CON GRUPOS FUNCIONALES VINILO Y
AMONIO CUATERNARIO

Juan Carlos Rueda™, Aurelio Contreras®

RESUMEN

Se sintetizaron nuevos polimeros telequélicos (MKA-1 y MKA-2) de 2-etil-2-oxazolina
(Etoxa) conteniendo grupos terminales vinilo y amonio cuaternario. La sintesis se llevo a
cabo mediante la polimerizacién catidnica por apertura de anillo de Etoxa, en acetonitrilo
y a 75°C, siendo iniciada la misma por el para-clorometilestireno y terminada por la
N,N’-dimetildodecilamina. Los polimeros telequélicos fueron caracterizados
estructuralmente mediante resonancia magnética nuclear ('H-RMN y '3C-RMN) y por
espectrometria infrarroja (FTIR). Se determind mediante el andlisis cuantitativo del
espectro 'H-RMN que los grados de polimerizacion de los polimeros telequélicos MKA -
1 y MKA-2 fueron de 21,4 y 9,2 unidades, respectivamente. Estos valores concordaron
con la razon molar inicial Etoxa/CMS para MKA-1 y MKA-2 (21,1 y 9,0,
respectivamente). Asi mismo, mediante 'H RMN se determindé que los grados de
funcionalizacion, con grupos amonio cuaternarios, de los telequélicos MKA-1 y MKA-2
fueron de 98 y 99%, respectivamente. Los pesos moleculares de MKA-1 y MKA-2,
obtenidos a partir de los grados de polimerizacion, fueron de 2455 y 1243 g/mol,
respectivamente.

Palabras clave: 2-etil-2-oxazolina, polimeros telequélicos, polimerizacion catidnica
[ 2
viva”.

SYNTHESIS OF TELECHELIC POLYMERS OF 2-
ETHYL-2-OXAZOLINE WITH VINYL AND
QUATERNARY AMMONIUM FUNCTIONAL GROUPS

ABSTRACT

New telechelic polymers (MKA-1 and MKA-2) of 2-ethyl-2-oxazoline (Etoxa)
containing vinyl and quaternary ammonium terminal groups were synthesized. The
synthesis was carried out by cationic ring-opening polymerization of Etoxa in acetonitrile
at 75°C, initiated by para-chloromethylstyrene and terminated by N,N'-
dimethyldodecylamine. The telechelic polymers were structurally characterized by
nuclear magnetic resonance ('H-NMR and *C-NMR) and by infra red spectrometry
(FTIR). Quantitative analysis of the "H-NMR spectra determined that the degrees of
polymerization of the telechelic polymers MKA-1 and MKA-2 were 21,4 and 9,2 units,
respectively. These values were in agreement with the initial molar ratio Etoxa/CMS for
MKA-1 and MKA-2 (21,1 and 9,0, respectively). Likewise, 'H-NMR determined that the
degrees of functionalization with quaternary ammonium groups of the telechelic MKA-1

2" Pontificia Universidad Catolica del Pert, jrueda@pucp.edu.pe
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and MKA-2 were 98 and 99%, respectively. The molecular weights of MKA-1 and MKA-
2, obtained from the degrees of polymerization, were 2455 and 1243 g/mol, respectively.
Keywords: 2-ethyl-2-oxazoline, telechelic polymers, “living” cationic polymerization.

INTRODUCCION

Las 2-oxazolinas son compuestos denominados endoimino éteres que pueden ser
polimerizados via polimerizacion catidnica por apertura de anillo produciendo polimeros
lineales'2. La polimerizacion de las 2-oxazolinas es iniciada por sustancias electrofilicas
tales como, por ejemplo, triflato de metilo, tosilato de metilo, clorometilestireno, etc.>*
Las 2-oxazolinas se caracterizan porque su polimerizacion transcurre de forma “viva”,
esto significa que en esta polimerizacion solo existen la reaccion de iniciacion y
propagacion y no existen las reacciones de terminacion y de transferencia de cadena y
entonces se puede prefijjar, desde el inicio de la polimerizacion, el grado de
polimerizacion y la funcionalizacion del polimero*,

La polietiloxazolina junto con la polimetiloxazolina son consideradas por la Oficina de
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos como
polimeros biocompatibles y por esta razon existe un gran interés en el mundo cientifico
en estos polimeros para encontrar posibles aplicaciones en el campo de la medicina®*.
Mediante la polimerizacion de las 2-oxazolinas se han elaborado diferentes estructuras
poliméricas tales como, por ejemplo, macromonomeros, copolimeros en bloque,
copolimeros injertados, macromondmeros, polimeros telequélicos e hidrogeles, entre
otros> 17,

Los polimeros telequélicos son polimeros que contienen grupos funcionales, iguales o
diferentes, en sus dos extremos de cadena y por ejemplo, se pueden elaborar aplicando
simultdneamente los métodos del iniciador y terminador de los macromondmeros. Se
puede iniciar y terminar la polimerizaciébn con agentes iniciadores y terminadores
funcionalizados™®. Estos polimeros telequélicos pueden posibilitar, por ejemplo, la
elaboracion de hidrogeles, que son considerados polimeros de alto valor agregado®>1°,
Los grupos funcionales amonio cuaternarios, contenidos, en general, en un compuesto
orgéanico, han demostrado ser eficientes como agentes antibacterianos'!. Se han elaborado
polioxazolinas conteniendo estos grupos funcionales, las cuales fueron efectivas como
materiales antibacterianos'!!2.

En esta investigacion presentamos la sintesis y caracterizacion de nuevos polimeros
telequélicos que contienen grupos vinilo y amonio cuaternarios, y con los cuales se podra,
posteriormente, elaborar nuevos hidrogeles antibacterianos'.

PARTE EXPERIMENTAL
Las sustancias utilizadas en esta investigacion fueron usadas como recibidas o fueron
purificadas y secadas segun métodos estandar descritos en la literatura’'°. para-

Clorometilestireno (97%, Aldrich), N, N'-dimetildodecilamina (97%, Aldrich), yoduro
de so6dio (99.9%, Merck), acetonitrilo (99.9%, Aldrich), Nitrogeno gas (99.999%, Linde),
propionitrilo (99%, Merck), acetato de cadmio (98%, Merck), etanolamina (98%, Merck).
Los analisis de espectrometria de resonancia magnética nuclear ('H-RMN y *C-RMN)
fueron realizados con un equipo Bruker, modelo AC300, frecuencia de 300 MHz para 'H
y de 75,5 MHz para '°C, cloroformo deuterado. Los espectros infrarrojos (FTIR-ATR)
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fueron obtenidos con un equipo Bruker, modelo Tensor 27, método ATR, detector MCT,
rango de medicion: 400-4000 cm™, resolucion: 4 cm™!, 32 escaneos por medicion™%S,

Sintesis de la 2-Etil-2-oxazolina (Etoxa)

La sintesis de la 2-etil-2-oxazolina se llevo a cabo segun el procedimiento de Witte y
Seeliger'®. A un balén de dos bocas, el cual estaba equipado con un condensador, y bajo
corriente de nitrogeno, se adicionaron 4,67 gramos (0,0176 mol) de acetato de cadmio
dihidratado, y 193,3 g de propionitrilo (3,51 moles). Se calent6 la mezcla a 130°C hasta
conseguir la disolucion de la sal. Luego se adiciond, en forma lenta, 257 g de etanolamina
(4,21 moles). Se dejo reaccionar a 130°C durante 24 horas. Luego la mezcla de reaccion
se enfrid y se extrajo el producto (2-etil-2-oxazolina) mediante destilacion. Producto de
la reaccion se obtuvo 320 g de 2-etil-2-oxazolina (EtOxa), obteniéndose un rendimiento
del 95%. Luego, la 2-etil-2-oxazolina fue secada con hidruro de calcio y purificada
mediante destilacion (p. eb. 128°C). Este procedimiento de purificacién y secado fue
repetido tres veces.

El hidruro de calcio contribuye al secado de la Etoxa y otras sustancias porque reacciona
con las trazas de agua mediante la siguiente reaccion:

CaH; +2 H,O — 2 Ho1 + Ca(OH)»

Este procedimiento de purificacion y secado también fue aplicado a la purificacion del
acetonitrilo, para-clorometilestireno y la N,N’-dimetildodecilamina.

La Etoxa fue caracterizada mediante resonancia magnética nuclear de protones ('H-
RMN) y carbono 13. (Figuras 1 y 2).

'H-RMN (en CDCls) 8 (ppm): 1,05 (CH;CH,CO-); 2,15 (-CHa-CO); 3,65 (NCHL); 4,1
(OCH>). BC-RMN (en CDCl3) 8 (ppm): 11 (CH;CH2CO-); 22 (-CH,-CO); 54 (NCHa);
67 (OCHa); 169 (N=C-O).

Purificacion del para-clorometilestireno (CMS)

El para-clorometilestireno (CMS) se purificO mediante una destilacion a vacio sobre
hidruro de calcio. EI CMS destil6 a 55°C a una presion de 0,5 mm Hg. Se adiciond trazas
de hidroquinona (inhibidor de radicales libres) al CMS antes de la destilacion con la
finalidad de evitar la polimerizacion prematura del CMS. La destilacion del CMS se
realizd tres veces. La primera y segunda destilacion se realizd dias antes y la tercera
destilacion se realizd el mismo dia de la sintesis de los polimeros telequélicos para
garantizar la pureza del CMS. El CMS fue caracterizado por "H-RMN.

'H-RMN (en CDCls) & (ppm): 4,55 (-CH2Cl); 5,25, 5,75, 6,7 (CH=CHa); 7,3-7,4 (Ar).

Purificacion de la N, N'-Dimetildodecilamina (DMDA)

La N,N’-dimetildodecilamina (DMDA) fue secada con el hidruro de calcio y fue destilada
al vacio dos veces y caracterizada por 'TH-RMN y *C-RMN.

'H-RMN: en CDCl5) & (ppm): 0,85 (-CH3); 1.2-1,3 ((CHa)o); 1,4 (-CH2-CHaN-); 2,2
(N(CH3).CH>.).
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13C-RMN (en CDCls) & (ppm): 14,1 (-CHs); 22,7 (CH,); 28-32 ((CHa)o); 45,5 (N(CHs),),
60,0 (-NCHo).

Sintesis de telequélicos de 2-etil-2-oxazolina (MKA-1 y MKA-2) con grupos
terminales vinilo y amonio cuaternario

Previamente a la sintesis, el reactor de vidrio de 100 ml de capacidad fue secado mediante
una corriente de aire a 450°C, y fue enfriado hasta la temperatura ambiente mediante una
corriente de nitrégeno seco de alta pureza.

Ejemplo tipico (telequélico MKA-1): A un reactor de 100 ml se agreg6 1,69 g (11,27
mmol) de ioduro de sodio y se aplicé vacio de 0,5 mm Hg durante 30 minutos. Luego, se
detuvo el vacio y se introdujo nitrégeno al sistema. Entonces se agregaron al reactor,
0,860 g (5,63 mmol) de para-clorometilestireno, 11,78 g (118,8 mmol) de 2-etil-2-
oxazolina, y 30 ml de acetonitrilo. Se cerr6 el reactor bajo una atmosfera de nitrogeno, se
procedio a agitar la mezcla de reaccion a 75°C durante 7 horas. Después de este tiempo,
se enfrid la mezcla reaccionante hasta la temperatura ambiente (25°C) y se termind la
polimerizacion mediante la adicioén a la mezcla de reaccion de 12,01 g (56,3 mmol) de
N,N’-dimetildodecilamina. La reaccion de terminacion se llevo a cabo durante 120 horas
a 35°C. Luego de este tiempo, la mezcla de reaccion fue filtrada, se evapord el solvente
y el polimero resultante fue disuelto en 20 ml de cloroformo y se purificO mediante
precipitacion en éter dietilico. Este procedimiento de purificacion se repitio tres veces. El
polimero MKA-1 fue finalmente caracterizado por espectrometria de resonancia
magnética nuclear (RMN) y espectroscopia infrarroja (FTIR). En forma similar fue
sintetizado y caracterizado el telequélico MKA-2.

'H-RMN (CDCls) & (ppm): 0,9 (-CH; (DMDA)); 1,0-1,2 (CH3-CH,-(Etoxa)); 1,2-1,5
((CH2)o (DMDA)); 1,8 (CHo); 2,2-2,6 (CHa-(Etoxa)); 3,4 (-NCHs); 3,5 (-N-CHa-(Etoxa));
4,6 (Ar-CHa-); 5,3, 5,75, v 6,7 (CH=CH>); 7,1-7,5 (Ar).

13C-RMN (CDCls) & (ppm): 10 (-CHs (Etoxa)); 14 (-CHs (DMDA)); 24-35 (-CHy(CHa)o);
42-48 (-CH,-CHs); 115, 137 (CH=CH); 128 (Ar-); 138 (CH=); 177 (NC=0).

FTIR (cm™): 2976 (C-H, aromatico), 2935-2877 (C—H, alifatico), 2300 (grupo amonio
cuaternario), 1625 (N-C=0, amida), 1195 (C-N).

RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis y caracterizacion de 2-etil-2-oxazolina (Etoxa)

Se sintetiz6 la 2-etil-2-oxazolina mediante el método de Witte y Seeliger'*. Este método
consistid en la reaccion, a 130°C, del propionitrilo y la etanolamina. La reaccioén fue
catalizada por el acetato de cadmio dihidratado (Esquema 1). Como subproducto de la
reaccion se obtuvo el amoniaco. El rendimiento de la reaccion fue del 95%. La Etoxa se
caracteriz6 mediante sus espectros 'H-RMN y *C-RMN. Estos espectros corroboraron la
estructura quimica de la Etoxa.
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CH;CH,CN  + H,NCH,CH,OH

(CH3COO0),Cd « 2H,0
130°C, 24h

o) +

2-Etil-2-oxazolina

Esquema 1. Sintesis de la 2-etil-2-0xazolina mediante el método de Witte y Seeliger'*
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Figura 1. Espectro "H-RMN de 2-Etil-2-oxazolina en CDCl3 a 25°C
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Figura 2. Espectro *C-RMN de 2-Etil-2-oxazolina en CDCl; a 25°C.

Sintesis y caracterizacion de los polimeros telequélicos MKA-1 y MKA-2

Se sintetizaron los polimeros telequélicos de 2-etil-2-oxazolina (Etoxa), MKA-1 y MKA-
2, mediante la polimerizacion cationica por apertura de anillo de Etoxa, en acetonitrilo,
usando como iniciador el para-clorometilestireno (CMS), y como co-iniciador al yoduro
de sodio (Nal). La sintesis se realizé a una temperatura de 75°C y por un tiempo de 7
horas bajo atmdsfera de nitrégeno seco. Para finalizar la sintesis de los telequélicos se
utilizé6 como terminador la N,N’-dimetildodecilamina (DMDA), la cual se adicion6 a la
mezcla de reaccion en una proporcion molar 10 veces mayor que el iniciador para-
clorometilestireno y ademas se us6 en la reaccion de terminacion un tiempo de reaccion
relativamente alto, de 120 horas a 35°C. Estas dos condiciones usadas en la terminacion
sirvieron para aumentar la probabilidad de que esta reaccidon ocurra con este agente
terminador DMDA y se forme el grupo amonio cuaternario en el final de cadena y se
pueda obtener el polimero telequélico (Esquema 2).

En la sintesis de MKA-1 y MKA-2 se aplicé simultaneamente los métodos del “iniciador”
y “terminador” comtnmente usados en la sintesis de macromonémeros®. De esta manera
se introdujo el grupo vinilo al inicio de la cadena polimérica de cada telequélico mediante
el iniciador para-clorometilestireno (CMS) y también se introdujo el grupo amonio
cuaternario al final de la cadena polimérica mediante el término de la cadena propagante
con el terminador N,N’-dimetildodecilamina (Esquema 2).

Aplicando un procedimiento ya comprobado en la literatura’®, se mantuvo en la
polimerizacion una relativa baja concentracion del iniciador, baja temperatura de reaccion
(75°C) y un corto tiempo de polimerizacion (7 horas) para evitar asi una polimerizacion
prematura (por radicales libres) del grupo vinilo proveniente del para-clorometilestireno.
En la sintesis de los telequélicos se vari6 la relacion molar inicial Etoxa/CMS en MKA -
1 y MKA-2 de 21,1 a 9,0, respectivamente. Se obtuvieron los polimeros telequélicos
MKA-1 y MKA-2 con rendimientos de 86% y 88%, respectivamente. Las condiciones de

8
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reaccion y resultados experimentales de la sintesis de los telequélicos se resumen en la
Tabla 1. Es conocido de la literatura que la polimerizacion cationica de las 2-oxazolinas
transcurre de manera “viva” (sin que ocurran reacciones secundarias de terminacion ni de
transferencia de cadena) si se realiza en condiciones adecuadas (mondmeros, iniciador,
terminador y solvente puros y secos)>.

CH2=CH——<:::>——CH51 + Nal ———>»CH2=CH——<::Z>——CH5 + NaCll
-

CHy=CH— ——6;7_:\7N O — CH,=CH CH,—Ni_* 0
’ 2N 2 2N

e L
CH3 CH3
n-1 N\/O
T
I
CH; / \
| n-1 |
£ o
H2 CHs
CHj;
Hs
3l\|lCH2CH3 ( CH, DQ_CH3
CH,

Y
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Polimero telequélico MKA-1 0 MKA-2
Esquema 2. Mecanismo de polimerizacion para la obtencion del polimero telequélico de 2-etil-2-
oxazolina.

El mecanismo de polimerizacion de la sintesis de los telequélicos se propone a ser de la
siguiente manera (Esquema 2): la iniciacion ocurriria mediante la reaccion del para-
clorometilestireno (CMS) con el ioduro de sodio (Nal) (relaciéon molar Nal/CMS: 2/1)
formandose in situ el agente iniciante iodometilestireno (IMS) mediante la sustitucion
nucleofilica del cloro por el iodo!”®. El iodometilestireno (IMS) inicia la polimerizacion
catidnica por apertura de anillo de 2-etil-2-oxazolina atacando a la primera molécula de
Etoxa forméandose el primer cation oxazolinico y el contraiéon yoduro. El mondémero
Etoxa ataca al cation oxazolinico y abre el anillo y la propagacion de la polimerizacion
procede via una especie propagante idnica' debido a que el monomero Etoxa es mas
nucleofilico que el contraion yoduro, (Esquema 2). La terminacion ocurre mediante la
reaccion del cation oxazolinico propagante con la N,N’-dimetildodecilamina (DMDA),
formandose el telequélico funcionalizado con el grupo vinilo en el inicio de la cadena
polimérica y con el grupo de amonio cuaternario en el final de la misma.

Tabla 1. Sintesis de los polimeros telequélicos. Condiciones de reaccion y resultados.

Polimero® CMS® FEtoxa® DMDAY Ri1¢ R2f Fe Rend.h Mn!

(mmol) (mmol) (mmol) (%) (%) (‘H
RMN)
MKA-1 5,63 118,8 56,3 21,1 21,4 98 86 2455
MKA-2 11,27 101,4 113 9,0 92 99 88 1243

9Denominacion del polimero telequélico, Ppara-Clorometilestireno © 2-etil-2-oxazolina
(Etoxa), YN, N'-dimetidodecilamina (DMDA), © Relacién molar inicial Etoxa/Iniciador
CMS, D relacién molar final (experimental) Etoxa/Iniciador obtenida mediante analisis
cuantitativo del espectro 'H-RMN, & Grado de funcionalizaciéon obtenido mediante el
espectro 'H-RMN, ™ rendimiento de la polimerizacién obtenido comparando el peso de
polimero obtenido versus la suma de los pesos de los mondmeros e iniciador, ) Pesos
moleculares calculados a partir de los grados de polimerizacion experimentales. ¥ En los
dos experimentos se usaron las siguientes condiciones: relacion molar de ioduro de sodio
(Nal)/Iniciador (CMS) = 2, temperatura de reaccion = 75°C, tiempo de reaccién = 7 horas
y solvente de reaccion: acetonitrilo: 30 mL.

Rev Soc Quim Peru 91(2) 2025



Sintesis de polimeros telequelicos de... 120

Los telequélicos MKA-1 y MKA-2 fueron caracterizados por resonancia magnética
nuclear de protones (\H-RMN) (Figuras 3 y 4). Los espectros 'H-RMN de MKA-1 y
MKA-2 fueron similares y se demostrdé en ambos la presencia del mondémero 2-etil-2-
oxazolina (Etoxa), del resto del iniciador para-clorometilestireno (CMS) y del terminador
N,N’-dimetildodecilamina (DMDA). Las senales a 7,1-7,5 ppm (Ha, anillo aromaético),
sefial b a 6,7 ppm (-CH=), senales a’y a en 5,75 y 5,3 ppm (CH>=) y sefal ¢ en 4,5-4,6
ppm (grupo CH> junto al anillo aroméatico) demuestran la presencia del resto del iniciador
para-clorometilestireno en el telequélico. Las sefiales d a 3,5 ppm (N-CH>CH»), e a 2,4
ppm (CH2C=0) y fa 1,1 ppm (CH2CH3) demuestran la presencia del mero de la 2-etil-2-
oxazolina (Etoxa) y finalmente las sefiales g en 3,4 ppm (CH3-N"-CHs), h en 1,8 ppm
(N"CH2CH>), i en 1,25-1,50 ppm (CHz)9 y j en 0,9 ppm (CH3) demuestran la presencia
del terminador N,N-dimetildodecilamina (DMDA) en la estructura del polimero
telequélico.

Por otro lado, mediante el espectro *C-RMN de MKA-1 (Figura 5) se determind que
estan presentes las sefiales de los carbonos de la Etoxa (CH3, CH2 y NCH: en 14, 42-48,
y 52 ppm, respectivamente), las sefales del iniciador (CH,=CH- y Caren ((117, 138) y
128, respectivamente) y las sefiales del grupo amonio cuaternario (CH2(CHz)9 en 24-35
ppm), confirmando también este espectro la estructura propuesta para el polimero
telequélico (Esquema 2).

Se realiz6 un analisis cuantitativo de los espectros 'H-RMN de MKA-1 y MKA-2 y se
calcul¢ el grado de polimerizacién y la funcionalizacion de los mismos (Fig. 3 y 4). Se
comparo la integral de la sefial f (CH2CH3) de 2-etil-2-oxazolina versus el promedio de
las integrales de las sefiales a, a y b del iniciador para-clorometilestireno y se determino
que los grados de polimerizacion de MKA-1 y MKA-2 fueron 214 y 9,2,
respectivamente. Estos valores concordaron con los valores teoricos de 21,1 y 9,0 para
MKA-1 y MKA-2, respectivamente. Entonces, los pesos moleculares calculados, usando
estos grados de polimerizacion experimentales, fueron de 2455 g/mol y de 1243 g/mol
para MKA-1 y MKA-2, respectivamente (Tabla 1). Para el célculo del porcentaje de
funcionalizacion de los telequélicos con el grupo amonio cuaternario se asumio que todas
las cadenas poliméricas contenian un grupo vinilo en el inicio de cadena ya que el
iniciador era el para-clorometilestireno (Esquema 2). Se comparo la integral de la sefial i
(1,25-1,50 ppm) del terminador (N,N’-dimetildodecilamina) con el promedio de las
integrales de las sefiales a, 4 y b del iniciador para-clorometilestireno y se obtuvo los
porcentajes de funcionalizacion para MKA-1 y MKA-2 de 98% y 99%, respectivamente.
Por lo tanto, de estos resultados, podemos concluir que practicamente todas las cadenas
de los telequélicos contienen en su inicio y final de cadena grupos funcionales vinilo y
amonio cuaternario, respectivamente.
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Figura 3. Espectro "H-RMN de telequélico MKA-1 en cloroformo deuterado a 25°C.
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Figura 4. Espectro 'H-RMN de telequélico MKA-1 en cloroformo deuterado a 25°C.
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Figura 5.- Espectro *C-RMN del MKA-1 en cloroformo deuterado a 25°C.

Mediante analisis FTIR-ATR se determinaron las sefales caracteristicas del grupo
carbonilo de las amidas en 1625 cm™, de los grupos alifaticos (C—H) en 2935-2877 cm’!
y del grupo amonio cuaternario en 2300 cm™'.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron nuevos polimeros telequélicos, MKA-1 y MKA-2, conteniendo grupos
terminales vinilo y amonio cuaternario, mediante la polimerizacion cationica por apertura
de anillo de la 2-etil-2-oxazolina iniciada por el para-clorometilestireno y terminada con
la N,N’-dimetildodecilamina. Mediante la espectrometria de resonancia magnética
nuclear de protones se determino que los telequélicos MKA-1 y MKA-2 tuvieron grados
de polimerizacion 21,4 y 9,2 los cuales estuvieron en concordancia con las razones
molares iniciales mondémero (Etoxa)/ Iniciador (CMS) de 21,1 y 9,0, respectivamente y
los grados de funcionalizacion de MKA-1 y MKA-2 fueron de 98 y 99%,
respectivamente. Esto quiere decir que practicamente todos los polimeros telequelicos
elaborados MKA-1 y MKA-2 contuvieron un grupo vinilo en el inicio de cadena y un
grupo amonio cuaternario en el final de cadena.
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