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ELABORACION DE UNA CREMA DERMOCOSMETICA
ANTIOXIDANTE A BASE DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS DE Chenopodium quinoa Willd. Y Calendula
officinalis Vahl.

Felix Castillo Morales?, Arcadio Zufiiga Santi®, Yahaira Tapia Burga?®, Lourdes Victoria
Tinoco?, Américo Castro Luna®, Norma Ramos Cevallos?, Adil Barrientos Amau?,
Nicole Arquinigo Bazan?® Diana Chavez Rojas?, Diana Victorio Cruz® y Gabriela N.
Solano Canchaya™®

RESUMEN

La continua exposicion de nuestra piel a radiacion ultravioleta puede generar afecciones,
como eritemas, envejecimiento prematuro hasta cancer cutaneo, que pueden prevenirse
con el uso de productos dermocosméticos con actividad antioxidante. El objetivo
principal del estudio fue elaborar una crema dermocosmética antioxidante enriquecida
con principios activos de extracto hidroalcohdlico de Chenopodium quinoa Willd. y
etandlico de Calendula officinalis Vahl. Para ello, se realizd un tamizaje fitoquimico
mediante reacciones de coloracion y precipitacion. Se elabord la crema y se evalu6 su
estabilidad mediante shock térmico. La actividad antioxidante se determin6 usando los
métodos de DPPHe , ABTSe+ y FRAP. Los metabolitos secundarios observados en
mayor cantidad fueron polifenoles y glicésidos para caléndula; y solo glicosidos para
quinua roja. La actividad antioxidante in vitro por el método DPPHe indicé un ICso de
27,47 pg/mL, y un TEAC de 92,79 mg Trolox®/g de crema; por el método ABTSe-+, un
ICs0 de 47,73 pg/mL, y un TEAC de 95,42 mg Trolox®/g de crema; y por el método
FRAP, un AAEAC de 6,79 mg Acido ascérbico/g extracto. La crema dermocosmética
enriquecida con los extractos de quinua roja y caléndula demostré una alta actividad
antioxidante, ademas de cumplir con las pruebas de estabilidad y extensibilidad.

Palabras clave: actividad antioxidante, Chenopodium, Calendula, crema
dermocosmética.

2 Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Jr. Puno N.° 1002,
Lima, Peru.

* Autor de correspondencia: gsolanoc@unmsm.edu.pe
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DEVELOPMENT OF ANTIOXIDANT DERMOCOSMETIC
CREAM BASED ON BIOACTIVE COMPOUNDS FROM
Chenopodium quinoa Willd. AND Calendula officinalis Vahl

ABSTRACT

Exposing our skin continuously to ultraviolet radiation can cause conditions such as
erythema, premature aging even skin cancer, which can be prevented by using
dermocosmetic products with antioxidant activity. The main objective of the study was
to develop a dermocosmetic cream enriched with active ingredients coming from
hydroalcoholic extract of Chenopodium quinoa Willd. and ethanolic extract of Calendula
officinalis Vahl. For that, a phytochemical screening was performed using coloration and
precipitation reactions. Then, the cream was prepared and its stability was evaluated by
heat shock. Antioxidant activity was determined using DPPHe, ABTSe+, and FRAP
methods. The secondary metabolites observed in greatest quantities were polyphenols and
glycosides for calendula; and only glycosides for red quinoa. In vitro antioxidant activity
using the DPPHe method indicated an IC50 of 27.47 pg/mL, and a TEAC of 92.79 mg
Trolox®/g of cream; by the ABTSe+ method, an IC50 of 47.73 pg/mL, and a TEAC of
95.42 mg Trolox®/g of cream; and by the FRAP method, an AAEAC of 6.79 mg Ascorbic
acid/g extract. The dermocosmetic cream enriched with red quinoa and calendula extracts
demonstrated high antioxidant activity, in addition to complying with stability and
extensibility tests.

Key words: antioxidant activity, Chenopodium, Calendula, dermocosmetic cream

INTRODUCCION

Los problemas a la piel representan una preocupacion creciente en la sociedad. La
exposicion prolongada a factores como la contaminacion, el estrés oxidativo, la
deshidratacion y el envejecimiento prematuro afectan la salud y apariencia de la piel
aumentando significativamente el riesgo de desarrollar cancer de piel, una de las formas
de cdncer mas comunes a nivel mundial . Estos factores contribuyen al deterioro de la
funcion barrera de la piel generando inflamaciones, irritaciones y pérdida de elasticidad.
En este contexto, los productos dermocosméticos juegan un papel fundamental en el
mantenimiento y la regeneracion de la piel ayudando a protegerla y restaurar su equilibrio
fisiologico @.

En los ultimos afos, se ha incrementado la tendencia del uso de ingredientes naturales en
la formulacion de productos cosméticos y dermocosméticos debido a sus propiedades
bioactivas y a la preferencia de los consumidores por opciones seguras y sostenibles. Los
extractos vegetales son reconocidos por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias
y regenerativas, las cuales los convierten en una alternativa viable en comparacion a los
compuestos sintéticos ). Entre los extractos mas prometedores se encuentran la
Chenopodium quinoa Willd. "quinua roja" y la Calendula officinalis Vahl. “caléndula”,
los cuales han demostrado tener efectos beneficiosos en la salud de la piel. La quinua es
rica en flavonoides y polifenoles, compuestos con alta actividad antioxidante que ayudan
a neutralizar los radicales libres generados por la exposicion ultravioleta UV-B @, La
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caléndula, por su parte, es conocida por sus propiedades antiinflamatorias y cicatrizantes,
debido a la presencia de triterpenos y carotenoides; y se ha utilizado tradicionalmente en
el tratamiento de afecciones cutdneas .

La sinergia entre los efectos antioxidantes de la quinua y las propiedades regenerativas
de la caléndula poseen un potencial innovador en la formulacion de una crema
dermocosmética. Esta investigacion se enfoca en el desarrollo y evaluacion de una crema
dermocosmética enriquecida con extractos de Chenopodium quinoa Willd. y Calendula
officinalis Vahl. Se evaluaran la estabilidad fisicoquimica y las propiedades funcionales
del producto, con el fin de validar su potencial en el cuidado y mantenimiento de la piel.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta y tratamiento de las muestras

Las muestras de estudio fueron Chenopodium quinoa Willd. “quinua roja” y Calendula
officinalis Vahl. “caléndula”. Las semillas de quinua fueron recolectadas en abril del
2023 en el distrito de Acora del departamento de Puno a una altitud de 3867 msnm. Las
flores y hojas de caléndula fueron recolectadas en la ciudad de Huancayo a una altura de
3259 msnm.

Clasificacion taxonomica

La clasificacion de las muestras vegetales de caléndula y de quinua roja fueron realizadas
en el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y por
un consultor botanico, respectivamente. Las especies identificadas fueron Calendula
officinalis Vahl. y Chenopodium quinoa Willd.

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se efectué empleando extractos de Chenopodium quinoa Willd.
“quinua roja” y Calendula officinalis Vahl. “caléndula”. La deteccion cualitativa de
metabolitos secundarios se llevo a cabo mediante reacciones de formacion de color y/o
precipitado. La intensidad de la presencia de cada metabolito se clasificé en cuatro
categorias: alta (+++), moderada (++), baja (+) y ausencia (-).

Obtencion de los extractos

Las flores y hojas de Calendula officinalis Vahl. fueron colocadas en una estufa a
temperatura de 42 °C hasta sequedad, para luego ser tratadas con una mezcla etanélica en
un proceso de maceracion durante siete dias en agitacion diaria. Posteriormente, el
extracto obtenido fue filtrado con papel Whattman N°42 para luego ser concentrado en
evaporador rotatorio a 100 rpm, 60 °C y a 210 mbar. Finalmente, el producto obtenido
fue secado a 50 °C durante tres dias hasta la eliminacion total de solvente en el extracto.
Las semillas de Chenopodium quinoa Willd. se secaron a temperatura ambiente y se
molieron. Se obtuvo el extracto mediante maceracion en solucion hidroalcohdlica al 60%
p/v durante diez dias. Tras la maceracion, se filtr6 el extracto con papel Whattman N°42
para luego ser concentrado en evaporador rotatorio a 100 rpm, 60 °C y a 210 mbar, y se
secO a 42 °C durante tres dias hasta la eliminacion total de solvente en el extracto.
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Elaboracion de la crema dermocosmética

Para la elaboracion de la crema se peso en la balanza analitica 20 g de crema base; 0,1 g
de extracto hidroalcohdlico de Chenopodium quinoa Willd. y 0,1 g de extracto etandlico
de Calendula officinalis Vahl. Posteriormente se solubilizaron los extractos concentrados
en aceite de ricino (1:1) para luego ser vehiculizados en Tween 20. Finalmente se
incorporaron los extractos en la crema base mediante una mezcla por extension en una
placa de vidrio aséptica.

Tabla 1. Composicion de la crema base.

Componente Nombre/INCI ©

Aceite de oliva hidrogenado Hydrogenated Olive Oil Unsaponifiables

Insaponificable
Olivato de etilhexilo hidrogenado Hydrogenated Ethylhexyl Olivate
Fenoxietanol Phenoxyethanol
Estearato de glicol Glycol Stearate
Diestearato de glicol Glycol Distearate
EDTA disodico Dissodium EDTA
Agua Aqua
Copolimero de acrilatos de sodio Sodium Acrylates Copolymer
Poliisobuteno hidrogenado Hydrogenated Polyisobutene
Fosfolipidos Phospholipids
Estearato de poliglicerilo-10 Polyglyceryl-10 Stearate

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

Para medir la capacidad antioxidante, primero se preparé la solucion stock al disolver 20
mg de reactivo DPPH en 50 ml de metanol, y se guardé a 4 °C en oscuridad plena. Se
disolvi6 el extracto de la muestra problema en su solvente de eleccion. Previamente a la
lectura, se calibr6 el espectrofotdmetro con un blanco y se procedi6 a leer las muestras a
distintas concentraciones de 10 - 50 mg/mL de crema. Se colocaron 400 pL de cada
muestra de diferente concentracion con 800 pL de la solucion trabajo de DPPH. Se dejo
reposar durante 30 minutos y luego se leyo a 517 nm . El proceso se realizd por
triplicado. Para la curva de calibracion, se utilizo Trolox como estandar a concentraciones
de 0; 1,2; 3,6; 7,2 y 10 pg/mL. Como parte final, se calculo el porcentaje de inhibicion de
DPPHe con la siguiente formula.

% Inhibicion = (Abs.control-Abs.muestra) / (Abs.control) x100
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Determinacion de la actividad antioxidante por el método de captacion del radical
acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin)- 6-sulfonico (ABTSe+)

Se prepar6 una solucion stock con 2,2'-Azinobis-3-etil-benzo-tiazolina-6-acido sulfoénico
(ABTS) a partir de la dilucidon en agua desionizada hasta alcanzar una concentracion de
7 mM, luego se afiadi6 2,45 mM de persulfato potésico y se dejo en reposo alejado de la
luz y a temperatura ambiente. Posteriormente, para diluir la solucion stock ABTS se
utiliz6 agua desionizada hasta obtener una absorbancia de 0,7 = 0,02 a 734 nm. Todas las
lecturas se realizaron a esta misma longitud de onda. Se emplearon 100 pL de la muestra
problema, a la cual se le anadié 3 mL de solucion de ABTS para realizar la lectura 10
minutos después de la mezcla inicial, a una temperatura de 30 °C y a una longitud de onda
de 734 nm ®. El proceso se realizo por triplicado Se procedié a leer las distintas
concentraciones de 10 - 80 mg/mL de crema. Para la curva de calibracion, se utilizo
Trolox como estandar a concentraciones de 0; 50; 100; 200 y 400 pg/mL. Como parte
final, se calcul6 el porcentaje de inhibicion de ABTSe+ con la siguiente formula.

% Inhibicion = (Abs.control-Abs.muestra) / (Abs.control) x100

Determinacion de la actividad antioxidante por el método de poder antioxidante
reductor férrico (FRAP)

Para el desarrollo de la técnica de capacidad de reduccion del hierro (FRAP), se preparo
el reactivo de trabajo mezclando 25 mL de tampdn de acetato al 0,3 M (pH 3,6) con 2,5
mL de una solucion de Tris a 10 mM, (2-pyridyl)-s-triazina (TPTZ) en HCI al 40 mM, y
2,5 mL de FeClI3 al 20 mM (10:1:1). Seguidamente, se preparé la solucion madre de 2
mg/mL de la muestra problema, en base a la cual se realizaron diluciones desde 12,5
pg/mL hasta 100 pug/mL. Luego, se colocaron en un tubo de ensayo 50 puL de la muestra
problema y 950 pL de la solucion de FRAP, se procedid a agitar y se dejo en reposo en
un ambiente oscuro por 15 minutos. Pasado este tiempo, se realiz6 la lectura de
absorbancias a 593 nm ©. El blanco fue una solucion de reactivo FRAP y agua
desionizada en la misma proporcion de las muestras, y se utilizd acido ascorbico como
estandar en concentraciones de 5; 10; 15 y 20 pmol/L.

Estudios de estabilidad y extensibilidad de la crema dermocosmética
a. Choque térmico

La crema fotoprotectora se almacend a bajas temperaturas (8 + 1°C) durante 12 horas
y luego fue expuesta a altas temperaturas (40 = 1°C) las 12 horas restantes en la estufa
Barnstead/Lab-Line Modelo N°3510 durante 3 dias. Al inicio y al final del periodo de
la prueba de choque térmico se evaluaron los pardmetros organolépticos (olor, color,

aspecto y consistencia) y fisicoquimicas (separacion de fases por centrifugacion y pH)
10)
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Caracteristicas organolépticas

En las caracteristicas organolépticas se evaluaron cambios fisicos como olor, color,
aspecto y consistencia de la crema dermocosmética.

Centrifugacion

Se realizé la prueba de centrifugacion para evaluar la separacion de fases. Se coloco
5g de muestra en un tubo y se centrifugé a 3500 rpm durante 20 minutos a temperatura
ambiente 1.

Medicion de pH

La determinacion de pH de la crema se realiz6 utilizando el potenciometro Milwaukee
MI 151. Se preparé una solucion al 10% de crema dermocosmética con agua destilada,
luego se coloco el electrodo en esta y se registrd el valor de pH obtenido. Todas las
mediciones se realizaron por triplicado y se calculd un valor promedio.

b. Determinacion de extensibilidad de la crema dermocosmética

Para la prueba de extensibilidad se pesaron 2 g de crema y se coloco en el centro de
una placa de vidrio, se dispuso de una segunda placa que se colocé homogéneamente
sobre la muestra con un peso de 250 g. Luego de 5 minutos se midio el area de la crema
esparcida entre las placas. Todas las mediciones se realizaron por triplicado y se
calculd un valor promedio 12,

RESULTADOS Y DISCUSION

Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico del extracto etanolico de Calendula officinalis Vahl. reveld una
presencia intensa de compuestos fenolicos, acompafniada de una presencia moderada de
flavonoides, taninos y saponinas esteroides/triterpénicas. La prueba con vainillina
confirm6 una reaccidon positiva intensa para saponinas, mientras que las pruebas para
alcaloides resultaron en su mayoria negativas, con excepcion de una leve reaccion
observada con el reactivo de Mayer. Finalmente, no se detectd evidencia de lactonas y
cumarinas (Tabla 2).
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Tabla 2. Marcha fitoquimica del extracto etanélico de Calendula officinalis Vahl.

Reaccion Metabolito secundario Resultado
Cloruro férrico Polifenoles +++
Shinoda Flavonoides ++
Gelatina Taninos ++
Dragendorff Alcaloides -
Wagner Alcaloides -
Bertrand Alcaloides -
Mayer Alcaloides +
Indice Afrosimétrico Saponinas +
Baljet Heterosidos, cardiotonicos y -
sesquiterpenlactonas
Vainillina -HC1 Glicosidos +++
Salkowsky Terpenoides -
Brontarger Naftoquinonas, antraquinonas, -
antronas
Lieberman-Bouchardat Triterpenoides ++

*Negativo (-), Presencia Leve (+), Moderada (++), Intensa (+++)

Estos resultados guardan coherencia con estudios recientes que evidencian que los
extractos hidroalcoholicos de Calendula officinalis Vahl. contienen cantidades relevantes
de compuestos fenolicos y flavonoides, entre los que destacan rutina, quercetina e
isorhamnetina, reconocidos por su marcada actividad antioxidante y citotoxica frente a
diversas lineas celulares tumorales 3. Principalmente, la quercetina ha sido objeto de
multiples investigaciones debido a su capacidad para neutralizar especies reactivas de
oxigeno (ROS), contribuyendo de esa manera a reducir el dafio oxidativo celular y a
retrasar procesos asociados al envejecimiento cutdneo. En un andlisis comparativo de 26
especies medicinales de las familias Asteraceae, Rosaceae y Lamiaceae, Sytar et al.
identificaron a Calendula officinalis como uno de los extractos con mayor contenido de
fenoles y flavonoides, ademas de presentar una destacada actividad antioxidante. Este
hallazgo refuerza la consistencia de los resultados fitoquimicos obtenidos en el presente
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estudio y respalda el potencial de Calendula officinalis como insumo prometedor en
formulaciones dermocosméticas con accion antioxidante efectiva (4.

De igual forma, se realizo el tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de
Chenopodium quinoa evidenciando un resultado positivo significativo para la presencia
de flavonoides mediante la reaccion de vainillina-HCl. Ademas, se mostro la presencia
moderada de fenoles, taninos y saponinas, y en menor proporcion esteroles y triterpenos.
Por ultimo, no se detectd la presencia de alcaloides, azucares reductores, esteroles y
triterpenos (Tabla 3).

Tabla 3. Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de Chenopodium quinoa Will.

Reaccion Metabolito secundario Resultado

Cloruro férrico Polifenoles ++

Shinoda Flavonoides ++
Gelatina Taninos -
Dragendorff Alcaloides -
Wagner Alcaloides -
Bertrand Alcaloides -
Mayer Alcaloides -
Indice Afrosimétrico Saponinas +
Baljet Heterdsidos, cardiotonicos y -

sesquiterpenlactonas

Vainillina -HC1 Glicosidos +++
Salkowsky Terpenoides +
Brontarger Naftoquinonas, antraquinonas, -

antronas

Lieberman-Bouchardat Triterpenoides -

*Negativo (-), Presencia Leve (+), Moderada (++), Intensa (+++)

Los resultados obtenidos se compararon con el estudio de Kadri et. al., el cual realizé un
tamizaje fitoquimico de semillas de Chenopodium quinoa identificando metabolitos
secundarios como flavonoides, taninos, saponinas y triterpenos. Ademas, se determin6
cuantitativamente el contenido total de polifenoles del extracto hidroalcohdlico de esta
especie mediante el método de Folin-Ciocalteu, obteniendo el valor de 11,647 = 1,91 ug
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AGE/mg de extracto; por ende, concluye que la especie Chenopodium quinoa posee un
valor terapéutico considerable 3. Asimismo, el estudio de Anwar et. al. evalud el
extracto metandlico de semillas de Chenopodium quinoa determinando su contenido
fitoquimico obteniendo niveles importantes de compuestos fendlicos con valor de 181.4
mg GAE/g y flavonoides de 42.15 mg QE/g, confirmando la presencia de metabolitos
bioactivos relevantes '®). A partir de lo mencionado anteriormente, diversos articulos han
demostrado la relacion directa entre la presencia de flavonoides y compuestos fendlicos
con la actividad antioxidante como el estudio de Carciochi et al., donde determiné el
contenido de fenoles y flavonoides del extracto hidroalcohélico de Chenopodium quinoa
hallando los valores de 103 mg GAE/100 gy 25 mg QE/100 g, respectivamente. Acorde
a ello, evalu6 la actividad antioxidante evidenciando un valor de 28 % de inhibicién
DPPH indicando la importante y potencial capacidad antioxidante 7).

Por lo tanto, la combinacion de extractos de diferentes plantas puede generar un efecto
sinérgico que potencia su actividad antioxidante, superando la accion individual de cada
uno. Esto ocurre porque cada extracto aporta una diversidad de compuestos bioactivos
como polifenoles y flavonoides que actuan a distintos niveles en la neutralizacién de
radicales libres pudiendo ofrecer un espectro mas amplio de proteccion contra el estrés
oxidativo.

Determinacion de la actividad antioxidante por el método de captacion del radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH?e)

Se evaluo la actividad antioxidante de la crema con extracto mediante el método DPPHe,
observando un incremento en el porcentaje de inhibicion del radical DPPHe a medida que
aumentaba la concentracion de la crema. Para ello se tom6 3 mL de solucion stock de
DPPHe al 40% en metanol y se diluyé con 42 mL de metanol, presentando una
absorbancia de 0,682.

Tabla 4. Captacion de radical libre de DPPHe de Trolox®

Concentracion de Absorbancia Inhibiciéon de ICso (ug/mL)
Trolox® (pg/mL) DPPHe (%)
0 0,4694 0,00
0,42 0,4338 7,59
0,83 0,4008 14,61 2,5489
1,67 0,3226 31,28
3,33 0,1575 66,46
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Figura 1. Concentracion de inhibicion 50 (ICso) del Trolox® frente al radical DPPHe,

Tabla 5. Captacion de radical libre DPPHe de la crema formulada con extractos de
Chenopodium quinoa Willd. "quinua roja" y Calendula officinalis Vahl. “caléndula”.

Concentracion de . Inhibicion de
crema (pg/mL) Absorbancia DPPH- (%) ICso (ng/mL)

0 0,407 0,0000

10 0,304 24,1433

27,4698

30 0,187 53,9721

50 0,051 87,3054

100

T 90

2 80 y = 1.6891% + 3.6008

= R2=0.9917
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Figura 2. Concentracion de inhibicion 50 (ICso) de la crema formulada con extractos de Chenopodium
quinoa Willd. "quinua roja" y Calendula officinalis Vahl. "caléndula" frente al radical DPPHe.
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TEAC= 92,7893 mg Trolox / g extracto

Segtn Ismahene ef al. encontraron que el extracto etanolico de la parte aérea de Calendula
suffruticosa spp. ha mostrado una fuerte actividad antioxidante con un porcentaje de
reduccion de DPPH de 92,07 + 0,05% y un ICso = 0,017 mg /mL !®. Asimismo, en otro
estudio elaborado por Yemina et al., evaluaron la actividad antioxidante de los extractos
hidroalcoholicos de la especie Chenopodium quinoa Willd. en sus diversos colores,
siguiendo el método de DPPH hallando que la actividad antioxidante de las muestras de
granos de quinua roja fue de aproximadamente 1088,8 ug TEAC/g, mientras que para las
muestras blanca y negra fue de 488,1 ug TEAC/gy 1546,8 ug TEAC/g, respectivamente.
Ademés, los porcentajes de inhibicion variaron entre 12 a 47,6% ). A partir de ello, se
extrapolan los resultados obtenidos de la actividad antioxidante de la crema a base de
extracto hidroalcoholico de Chenopodium quinoa Willd. y etandlico de Calendula
officinalis Vahl. encontrandose que el ICso de 27,47 ug/mL fue mayor en comparacion al
extracto etanolico de Calendula suffruticosa spp. por si solo, por otro lado, el TEAC de
92,79 mg Trolox/g fue mayor en comparacion a los extractos hidroalcohdlicos de
Chenopodium quinoa Willd. en sus diversas variedades.

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

La actividad antioxidante de la crema enriquecida con extracto de Chenopodium quinoa
Willd. y Calendula officinalis Vahl. fue evaluada mediante el ensayo de ABTSe+. Para
ello se realizo una disolucion de agua destilada del cation ABTS<+ y persulfato de potasio
hasta obtener una absorbancia de 0,7 a una longitud de onda de 734 nm.

Tabla 6. Captacion de radical cationico ABTS++ de Trolox®.

Trolox® (ugimiy  Absorbancia  Gpr IS 100 (gmiy
0 0,6729 0,00
50 0,6078 9,67
100 0,5308 21,11 4,5551
200 0,3740 44.42
400 0,0790 88,25
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Figura 3. Concentracion de inhibicion 50 (ICso) del Trolox® frente al radical ABTSe+.

Tabla 7. Captacion de radical libre ABTSe+e de la crema formulada con extractos de
Chenopodium quinoa Willd. "quinua roja" y Calendula officinalis Vahl. “caléndula”.

Concentracion de . Inhibicion de
crema (ug/mL) Absorbancia ABTS++ (%) ICso (ng/mL)
0 0,6127 0,0000
10 0,5843 4,6245
47,7389
50 0,2653 56,6920
&0 0,1037 83,0794
90
80 y=1.0911x - 2.088
+ R2=0.991
%
2
g -
85
0 20 40 60 80 100

Concentracion de crema (ug/mL)

Figura 4. Concentracion de inhibicion 50 (ICso) de la crema formulada con extractos de Chenopodium
quinoa Willd. "quinua roja" y Calendula officinalis Vahl. "caléndula". frente al radical ABTSe+.
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TEAC= 95,4171 mg Trolox / g extracto

Del mismo modo, en el estudio de Yemina et al., evaluaron la actividad antioxidante de
los extractos hidroalcoholicos de las diversas variedades de Chenopodium quinoa Willd.
mediante el método de ABTSe+, obteniendo que, para las muestras de quinua negra,
blanca y roja, fueron 2,25+0,08 uM TEAC/g, 1,95+0,12 uM TEAC/g y 1,79+0,07 uM
TEAC/g, respectivamente, por lo cual se menciona que existe una tendencia de que los
granos coloreados son los de mayor actividad antioxidante ). Asimismo, en el estudio
realizado por Chaires et al., se evalud la capacidad de eliminacion de radicales del
extracto hidroalcoholico de semillas crudas de la especie Chenopodium berlandieri spp.,
por el método 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina- 6 - 4cido sulfénico) (ABTSe+), en el
cual se obtuvo como resultado el TEAC que fue de 234 £ 5 mM Trolox/kg,
considerandose un valor significativo de actividad antioxidante . En otro estudio,
Pretthi ef al., realizé un extracto etanolico de las flores de Calendula officinalis y hallo
que este elimind eficazmente a los radicales libres estables ABTSe+ con un ICso de 6,5
pg/mL @Y. A partir de ello, se compararon los resultados obtenidos de la actividad
antioxidante de la crema a base de extracto hidroalcohdlico de Chenopodium quinoa
Willd. y etanolico de Calendula officinalis Vahl. encontrandose que el 1Cso de 47,73
ug/mL fue mayor en comparacion al extracto etandlico de las flores de Calendula
officinalis por si solo @V, ademas, el TEAC de 95,42 mg Trolox/g fue mayor en
comparacion a los extractos hidroalcohdlicos de las diversas variedades de Chenopodium
quinoa Willd revisadas en la literatura cientifica. Lo que indica que ambos extractos en
conjunto poseen una mayor actividad antioxidante que por si solos.

Determinacion de la actividad antioxidante por el método de poder antioxidante
reductor férrico (FRAP)

Se preparo la solucion madre de reactivo FRAP a una concentracion de 2mg/mL y se
cuantific6 la absorbancia del estdndar acido ascorbico y la crema enriquecida con extracto
de Chenopodium quinoa Willd. y Caléndula officinalis Vahl.

Tabla 8. Poder reductor Férrico del estandar acido ascorbico.

Concentracion de Absorbancia
acido ascorbico Promedio
lra 2da 3ra
(umol/L)

5 0,036 0,029 0,028 0,0310
10 0,154 0,154 0,153 0,1537
15 0,326 0,324 0,328 0,3260
20 0,426 0,424 0,425 0,4250

Rev Soc Quim Peru 91(3) 2025



137 Felix Castillo, Arcadio Zuniga, Yahaira Tapia...

i_n

y =0.0271x - 0.1047
R*=0.9903

o <
S WL e e
b O = On

<o
)
th

=
()

0.15

=
—

Absorbancia a 593 nm

0.05

0 5 10 15 20 25
Concentracion de acido ascorbico (umol/L)

Figura 5. Curva del Poder reductor férrico del Acido ascorbico.

Tabla 9. Poder reductor Férrico del de la crema formulada con extractos de Chenopodium
quinoa Willd. "quinua roja" y Calendula officinalis Vahl. "caléndula".

Concentracion de Absorbancia .
Promedio
crema (ug/ml) 1 2da 3ra
125 0,094 0,085 0,079 0,0860
250 0,149 0,158 0,159 0,1553
375 0,226 0,223 0,224 0,2243
500 0,320 0,323 0,337 0,3267
0.35
0.30
0.25 y = 0.0006x + 0.0003
R2=0.9896

0.20
0.15
0.10
0.05

Absorbancia a 593 nm

0.00
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Figura 6. Curva del Poder reductor férrico de la crema formulada con extractos de Chenopodium quinoa
Willd. "quinua roja" y Calendula officinalis Vahl. "caléndula".
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AAEAC= 6,79 mg Acido ascérbico / g extracto

La evaluacion de la capacidad antioxidante de la crema formulada con extractos de
Chenopodium quinoa Willd. “quinua roja” y Calendula officinalis Vahl. “caléndula”
mediante el método FRAP present6 un valor de 6,79 mg de acido ascoérbico equivalente
por gramo (mg AAE/g). Este resultado indica una capacidad antioxidante moderada, pero
plantea interrogantes sobre la falta de sinergia entre ambos extractos, considerando que
estudios previos han reportado valores mas altos para los extractos individuales. Por
ejemplo, el extracto hidroalcohdlico de semillas de quinua cultivada en Corea alcanzo6 un
valor FRAP de 13,13 mM Fe?'/kg, mientras que los extractos de EE. UU. y Pert
mostraron 8,42 mM Fe*'/kg y 7,12 mM Fe*'/kg, respectivamente ®». En el caso del
extracto metanolico de Calendula officinalis, se han reportado valores elevados como
28,37 = 0,12 mM Trolox para las flores y 17,68 + 0,02 mM Trolox para las hojas @.
Estos resultados sugieren que la combinacion en la crema no logré potenciar
significativamente la capacidad antioxidante global.

La falta de un aumento significativo en la capacidad antioxidante puede deberse a
interacciones antagonistas entre los compuestos bioactivos, lo que reduciria su efecto
combinado . Ademas, los mecanismos de accion de los antioxidantes en ambos
extractos podrian no ser sinérgicos bajo las condiciones del ensayo FRAP. También es
posible que la concentracion utilizada (0,1 g de cada extracto en 20 g de crema) haya sido
insuficiente para maximizar la actividad antioxidante. Otro factor a considerar es el origen
de los extractos, ya que la variabilidad en la composicion quimica debido a diferencias en
el clima, el suelo y las condiciones de cultivo puede afectar la concentracion de
compuestos antioxidantes ¥. Por ultimo, el método FRAP mide tinicamente la capacidad
reductora, sin considerar otros mecanismos como la donacién de hidrégeno o la quelacion
de metales.

Estudios de estabilidad y extensibilidad de la crema dermocosmética

Choque térmico

Caracteristicas organolépticas

La evaluacion de las caracteristicas organolépticas se realizd antes y después del choque

térmico obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Evaluacion de las caracteristicas organolépticas antes y después del choque
térmico.

Caracteristicas organolépticas

Condiciones
Olor Color Aspecto Consistencia
Antes’delichoque Sg Ap Homogéneo Cr
térmico
Despue’s dgl choque Sg Ap Homogéneo Cr
térmico

Ap: amarillo pardo; Sg: sui generis, Cr: cremoso
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La estabilidad del color, aspecto, consistencia y el olor de una crema cosmética pueden
alterarse después de estar en condiciones variadas y aceleradas de temperatura que pueden
evidenciar cambios notorios a vista de los formuladores, tal y como lo menciona
Panyachariwat et al., en su estudio de emulsiones cosméticas topicas con extractos
vegetales ®9. La presente formula dermocosmética mantiene las caracteristicas
organolépticas al inicio y final del estudio de estabilidad, lo cual puede constituir que los
componentes estearato de glicol y diestearato de glicol desempefian una correcta funcion
de estabilizantes en la férmula. El Sodium Acrylates Copolymer es un gelificante ?%), el
cual estaria funcionando en la férmula cosmética como gelificante de la fase acuosa,
principalmente del extracto hidroalcoholico de Chenopodium quinoa Willd y etandlico
de Calendula officinalis Vahl., esto se puede inferir dado que la crema demostrd
conservar su consistencia.

Centrifugacion

La prueba de centrifugacion se emplea para condicionar emulsiones a fuerzas
gravitatorias extremas, con el objetivo de evaluar la estabilidad de la formulacion y
acelerar los posibles efectos de separacion de fases y sedimentacion. Este método es
rapido y permite contrastar principalmente el efecto estabilizador de distintos
componentes en la formulacion como los espesantes y gomas, asi como los parametros
en el proceso de elaboracion del producto cosmético ?”. En nuestro producto
dermocosmético, no se evidencid una separacion después de las pruebas de estabilidad,
lo cual puede indicar que el estearato de poliglicerilo-10 proporciond una aceptable
funcion emulsificante de fase acuosa y oleosa, de igual modo el estearato de glicol y
diestearato de glicol como estabilizantes y espesantes.

Medicion de pH

La crema obtuvo un valor medio de pH de 4,65 antes de someterla a choque térmico,
luego de mantenerse a altas y bajas temperaturas en un intervalo de 12 horas durante 3
dias se realizé nuevamente la medicion de pH obteniendo un valor medio de 5,26. El pH
normal de la superficie cutanea es acido y se encuentra en el intervalo de 4,1- 5,8; las
zonas del antebrazo, nariz, cuello, las mejillas y la zona perioral se sitan entre estos
valores ®®. Los valores de pH de la crema que se obtuvo al inicio y al final de la prueba
de estabilidad indican ser aceptables y compatibles con nuestro pH cutdneo, del mismo
modo, es recomendable continuar con estudios de estabilidad acelerada a mayor plazo,
para encontrar una mayor seguridad en la formula que mantiene el pH y asi no pueda
producir una alteracion en la barrera cutanea.

Determinacion de extensibilidad de la crema dermocosmética

Segun Mufioz et al., el area de extensibilidad en una crema es un pardmetro considerado
relevante en relacion con su consistencia ?®. En la investigacién la crema
dermocosmética obtuvo como resultado un valor de 72,19 cm?, este valor es el resultado
de la accion de los emulsificantes, gelificantes, espesantes que han permitido que la
incorporacién de extractos vegetales e ingredientes humectantes se mantengan estables
en la consistencia del producto cosmético.

El desarrollo de productos cosméticos con componentes vegetales puede presentar retos
técnicos para los formuladores, tales como la inestabilidad de los componentes, la
inadecuada absorcion de los activos en la capa exterior de la piel, dificultades de
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dispersion que se ven reflejados en los resultados de calidad, seguridad y efectividad ©%.
Por consiguiente, es relevante continuar con estudios de reologia, interacciones entre
activos y vehiculo, asi como la estabilidad a largo plazo al igual que de eficacia
antimicrobiana.

CONCLUSIONES

La actividad antioxidante in vitro de la crema enriquecida con extractos de Chenopodium
quinoa Willd. y Calendula officinalis Vahl. indic6 una alta capacidad antioxidante de los
compuestos liposolubles e hidrosolubles de la formulacién enriquecida, asi como una
mayor actividad en comparacion con los datos exhibidos individualmente en otras
investigaciones para la mayoria de los ensayos antioxidantes realizados. Estos resultados
se atribuyen a los componentes fitoquimicos presentes en ambas especies vegetales, como
polifenoles y glicosidos, cuya sinergia se traduce en los efectos observados. Se
recomienda ahondar en los mecanismos que influyen en la disminucion del potencial
reductor férrico presentada por la combinacion de ambos extractos en la formulacidon
enriquecida.

La crema enriquecida cumplioé con los parametros de estabilidad evaluados a través de
los ensayos de centrifugacion, analisis organoléptico y pH. Esto indica una correcta
incorporacion del extracto en el producto base, que es capaz de mantener sus
caracteristicas fisicoquimicas en rangos seguros y aceptables para los usuarios.
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ESTRUCTURA ELECTRONICA Y TRANSICION DE FASE
SEMICONDUCTORA A FERROMAGNETICA EN FeAs

CON ENLACE TETRAEDRICO
César Cabrera Arista®”, Richard Bellido Quispe?, Salvador A. Trujillo Perez¢

RESUMEN

Aqui fueron calculadas la estructura electronica y la energia total de la aleacion FeAs con
red cristalina tipo blenda de cinc. Fueron empleados el método LMTO, un potencial
efectivo tipo LDA que usa la aproximacion de intercambio y correlacion de un gas de
electrones homogéneo de spin polarizado para resolver la ecuacion de Schrodinger de la
red cristalina. Se calcularon las bandas de energia, densidad de estados y energia total del
FeAs para siete casos diferentes de una fraccion pequena de la carga electronica de
valencia centrada en las esferas vacias de la diagonal en la red. Se obtuvo una estructura
de bandas con brecha prohibida de 2,72 eV asociada con una fase semiconductora semi
estable y con energia total de —17,59 Ry. Se obtuvo una fase ferromagnética estable del
FeAs con una estructura electronica que presenta dos picos distanciados por 354 meV
cerca de la energia de Fermi, con energia total minima de -19,68 Ry. Resultado que bien
se puede asociar con un desdoblamiento de spin de los estados electronicos, ya observado
en estudios experimentales.

Palabras clave: bandas de energia, semiconductores, fase ferromagnética.

ELECTRONIC STRUCTURE AND SEMICONDUCTORTO
FERROMAGNETIC PHASE TRANSITION IN FeAs WITH
TETRAHEDRAL BOND

ABSTRACT

Here the electronic structure and the total energy of the FeAs alloy with a zinc blende-
type crystal lattice were calculated. The LMTO method, an effective LDA-type potential
that uses the exchange and correlation approximation of a homogeneous electron gas of
polarized spin to solve the Schrodinger equation of the crystal lattice, were used. The
energy bands, state density, and total energy of the FeAs were calculated for seven
different cases of a small fraction of the valence electron charge centered on the empty
spheres of the diagonal in the lattice. A band structure with a gap of 2,72 eV associated
with a semi-stable semiconductor phase and with a total energy of —17,59 Ry was
obtained. A stable ferromagnetic phase of FeAs was also obtained with an electronic
structure that presents two peaks spaced by 354 meV near the Fermi energy, with a
minimum total energy of -19,68 Ry. A result that can well be associated with a spin
splitting of electronic states, already observed in experimental studies.

Keywords: Energy bands, semiconductors, ferromagnetic phase.
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INTRODUCCION

De publicaciones hechas ya es conocido que, dependiendo de su densidad electronica y
distribucion geométrica, los materiales con enlaces tetraédricos de FeAs son capaces
dealbergar estados cuanticos fundamentales que van desde la superconductividad hasta el
ferromagnetismo y compitiendo entre si. Los materiales tetraédricos basados en arseniuro
de hierro FeAs han captado la atencion sobre todo los materiales semiconductores
ferromagnéticos (FMS) de alta temperatura de Curie (TC) basados en Fe con propiedades
magnéticas, electronicas y de transporte que los hacen prometedores para aplicaciones
espintronicas. En un articulo reciente de 2021, Anh' report6 el uso de enlaces tetraédricos
de FeAs incrustados en matriz de InAs semiconductora semejante a la estructura cristalina
de los superconductores basados en Fe. Estudio que revela super redes de FeAs/InAs que
exhiben ferromagnetismo y una magnetorresistencia extremadamente grande sintonizable
por voltaje de compuerta, cuya temperatura de Curie TC aumenta rapidamente con la
disminucion de espesor de capa InAs. Los calculos de primeros principios efectuado,
revelan el importante papel de las posiciones desordenadas de los d&tomos de Fe en el
establecimiento del estado ferromagnético de las superredes basadas en FeAs. Motivando
el interés por conocer las propiedades electronicas y magnéticas de este semiconductor
ferromagnético.

Los semiconductores ferromagnéticos de enlace tetraé¢drico se han vuelto atractivos como
objeto de estudio por sus potenciales aplicaciones, principalmente en los dispositivos
espintronicos’ o electronicos, como sensores, emisores de luz y foto detectores, entre
otros semiconductores, que hoy constituyen la base de muchos dispositivos empleados en
la electronica moderna®. Aunque el influyente modelo de Zener del campo medio predice
la division de espin en la banda de conduccidon y la banda de valencia de los
semiconductores ferromagnéticos, esto no ha sido observado en los semiconductores
ferromagnéticos dopados con Mn. En un trabajo que usa espectroscopia de tunel en
estructuras de diodos de Esaki, se ha reportado que fue observada una energia de division
de espin espontanea grande de 31.7meV a 50.0meV en la parte inferior de la banda de
conduccion del semiconductor ferromagnético blenda de cinc? de tipo n. Sin embargo, los
valores de temperatura de Curie calculados con estas energias de division de espin
observadas son mucho mas bajos que los experimentales en un factor de 400, de modo
que el modelo de Zener del campo medio no explica consistentemente el ferromagnetismo
y la energia de division de espin del FeAs e InAs.

En 2017 fueron reportados célculos con Density Functional theory (DFT) que estudiaron
la influencia de los funcionales de intercambio y correlacion, usando la LDA Local
Density Approximation, usando la GGA Generalized Gradient Approximation, ademas
de funcionales hibridos para conocer las propiedades electronicas y magnéticas del FeAs
con enlace tetraédrico en superconductores de Fe-pnictide®. Por otro lado, también fue
efectuado un estudio de primeros principios para conocer la estructura electronica y
magnética para una fase hipotética blenda de cinc de compuestos de FeP, FeAs, FeSb,
usando el método de las ondas planas aumentadas con un potencial completo, revelando
un estado fundamental anti ferromagnético con red tipo blenda de cinc muy estable para
FeSb®. Los parametros que caracterizan la estructura electronica de los semiconductores
ferromagnéticos como el FeAs ¢ InAs incrementando su potencial como materiales
electronicos y optoelectronicos de uso en nano estructuras. Ademas de constituir una
ventaja para comprender y analizar el transporte cuantico de materiales semiconductores
a esta escala’. El objetivo del trabajo aqui es determinar estructura de las bandas de
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energia, la densidad de estados y la energia total de la aleacion FeAs con red cristalina
tipo blenda de cinc, usando el método de los orbitales lineales muffins tin o método
LMTO? con las técnicas computacionales a nuestro alcance. Se obtuvo la estructura de
bandas en las direcciones cristalograficas de alta simetria I' - X, I' - L y I' — K para siete
fracciones de una pequefia parte de la carga de valencia residiendo en las regiones vacias
de la diagonal de la red. La ecuacion de Schrédinger de la red cristalina se resolvio con
un potencial efectivo en la aproximacion LDA formulado en el marco de la teoria del
funcional de la densidad (DFT)’ usando la aproximacion de intercambio y correlacion de
un gas de electrones homogéneo de spin polarizado'?, modelo empleado para el calculo
de la estructura electronica del AlAs!! reportando parametros de estructura electronica
concordantes con resultados experimentales y que se presenta como una alternativa para
el estudio de las propiedades electronicas de otros materiales como semiconductores
ferromagnéticos.

PARTE PROCEDIMENTAL

La carga electronica

El estudio se inicia con la carga electronica de valencia que usaremos para hierro 4s°4p!
y para Arsénico 4s°4p’ obtenida con el software libre ATOM.FOR de J. P. Desclaux'?
también disponible en la literatura. La carga electronica de la red cristalina es formulada
como de tipo atomo libre p, (r) en las posiciones de las esferas atomicas y es de forma
homogénea g5 en las esferas vacias de la diagonal de la red, de modo que esta no altere
la densidad del material. La celda unitaria de la red posee la carga electronica de dos
atomos de diferente clase pp; y carga electronica de dos esferas vacias pp que se
describen por las ecuaciones (1) y (2). Siendo S,,, ; €l radio de las esferas atdmicas y y una
cantidad real que varia entre O y 1.

3 Qi
pri(r) = p.i(r) +y yp Sw,i3
(1)
) = (1 - V)i Ari
(2)

El potencial efectivo de la red

Con esta carga electronica de la red fue calculada un potencial efectivo, que contiene toda
la informacion de la red cristalina y la densidad del material y, considera la aproximacion
de intercambio y correlaciéon de un gas homogéneo de electrones de spin polarizado.
Potencial usado para el calculo de la estructura electronica del AlAs con buenos
resultados'!, de la forma:

r Ry
2Z 2 ar(r')?p(r'
Ver(r) = _T+; J4n(r’)2p(r’)dr’ + ZJ %dr’
0 r
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Este potencial contiene ademas un término que describe la contribucion de las esferas
vacias con la fraccion pequena de la carga de valencia qr al potencial efectivo. Siendo las
posiciones de las esferas vacia de la diagonal en la celda unitaria denotadas por gy g'.

El célculo de este potencial requiere del radio de las esferas atomicas y vacias de la red
cristalina, las que se dan en la tabla 1.

Tabla 1. Parametro de red de FeAs y radio de las esferas atomicas R, en a.u.

a (A) R4 Rpe Ry Ry,
5,580 2,688 2,504 2,504 2,688

Los parametros potenciales LMTO

La parte radial de la ecuacion de Schrédinger mostrada en la ecuacion (4), es resuelta con
el potencial efectivo y se obtuvieron las funciones de onda parciales dentro de las esferas
atdmicas y en la region intersticial de la red. Siendo P, ;(r) la funcion de onda parcial,

con n y 1 como nimeros cuantico principal y orbital. Los parametros potenciales
denotados con €,; A,; C,; By; Q, son requeridos para cumplir la continuidad de la

funcién de onda parcial dentro y fuera de la esfera atomica y su primera derivada
energética en un punto que corresponde al radio de las esferas atdmicas, pardmetros
definidos en el método muffin tin y que permiti6 constituir la base de orbitales LMTO,

0°Pu() [ 10+D

072 €nt r2 - ef(r) Pnl(r) =0

4)
La matriz hamiltoniana de K-S

Obtenida la base {y,,(¥)} de los orbitales LMTO, esta permite expandir la funcion de
onda de la forma escrita en la ecuacion (5).

N

l/Ji(T') = Z Civ)(v(?)
v
(5)
Lo que permite escribir la ecuacion de Kohn-Sham®!3 (K-S) de la red cristalina como una
matriz de 9x9 en el espacio de momento cristalino %, ver la ecuacion (6) en la que el

termino S,,,- constituye las constantes de estructura tabuladas en la literatura.
E(HVU' — €Sy )€y =0
U’
(6)
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Matriz que fue diagonalizada con técnicas computacionales que ya existen en la literatura
(fortran o Matlab) nos permiti6 determinar los auto valores de energia y los auto vectores
en las direcciones de alta simetria de la red cristalina para cada una de las siete fracciones
diferentes de la pequena fraccion de carga de valencia residiendo en las esferas vacias de
la diagonal de la red.

Las bandas de energia y densidad de estados

Los auto valores de energia obtenidas de diagonalizar la matriz de K-S ecuacion (7), se
calcularon en las direcciones I' - X, I' - L y I' — K de alta simetria de la red cristalina, lo
que constituyen la estructura de las bandas de energia S(E). También fue calculada la
densidad de estados (DOS) asociadas a cada una de las estructuras de bandas ya
mencionadas. De la estructura de bandas se obtuvieron los parametros de estructura
electronica para la fase semiconductora y de la densidad de estados para la fase
ferromagnética de esta aleacion FeAs.

Energia total de la aleacion FeAs

Aunque la energia total con el modelo de la DFT considera cuatro términos, en este
estudio se obtuvo con cinco términos sumando: la integral de los auto valores de energia
hasta el tiltimo nivel de energia ocupado, la integral de interaccién de Coulomb, la integral
de energia de intercambio y correlacion, mas la contribucion de las esferas vacias
cargadas con la fraccion pequefia g de la carga electronica valencia'l'1?,

occ

Er = Z & —% J j%d?%dﬁ + Eyc[n(r)] — j Ve (rn(r)drs + Z q:Va
l R
(8)

Esta energia total se obtuvo para cada estructura de bandas de energia calculadas para los
siete valores de la fraccion pequefia g de la carga electronica de valencia en las esferas

vacias. La fase mas estable de la aleacion FeAs se evidencia de aquella estructura de
bandas de energia que minimizd la energia total.

La figura 1 resume la metodologia desarrollada y en seguida se detalla en extenso cada
una de las partes.

Carga electronica Potencial efectivo Parametros potenciales LMTO
de red cristalina VeAlr) €4 ,ﬁp; C Dy Q“

Energia Total de Bandas de energia y DOS Matriz Hamiltoniana K-S
aleacion FeAs de aleacion FeAs Diagonalizacion

Figura 1. Resumen de la metodologia
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estructura electronica del FeAs

Se efectuaron los calculos de densidad de estados y las bandas de energia € = €(k) en las
direcciones de alta simetria de la red cristalina I'-L, ['-X y I'-K para siete valores de la
pequeiia fraccion de carga de valencia fuera de las esferas atomicas y residiendo de forma
homogénea en las esferas vacias de la celda unitaria. La estructura de bandas mostrada en
la Figura 2 presenta una banda indirecta de energia prohibida entre el tope de la banda de
valencia ubicada en el punto I'isy y el fondo de la banda de conduccion ubicada en el
punto X1y, una brecha indirecta de 0,248 + 0.001 Ry, que equivalen a unos 3,378 +

0.014 eV.

0.0 02 0.4

02

-0.4

Energia (Rydberg)

?L o

FeAs @

081 v=0.0 7
o

1 , <

N
-1.2 — ] &) N o o
L r X K r o IS (=1 o o S
Vector k Densidad de estados

Figura 2. Estructura de bandas del FeAs, en unidades Ry, obtenida con 100% de la fraccion de carga qr
en las esferas vacias de la red.

Tabla 2: Brecha prohibida €, en los puntos de simetria I', X y L respecto al tope de la
banda de valencia en el punto I', con de £0,001 Ry y £0.014 eV

P.S. r X L K
€4(Ry) 0,254 0,248 0,306 0,268
€q4(eV) 3,449 3,378 4,162 3,607

Estructura de bandas que se ajusta mas a una fase semiconductora del FeAs asociada con
una energia total de —17,57 + 0.01 Ry que no es minima. La densidad de estados
obtenida para este caso resultd con un perfil con una brecha de energia prohibida que
caracteriza la fase semiconductora de esta aleacidén, ya observada en las bandas de
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energia. La estructura electrénica obtenida para el caso de un 80% del valor de la fraccion
de carga qr residiendo en las esferas vacias de la red, ha resultado con cambios
apreciables en los estados electronicos cerca de las bandas de valencia y de conduccion
con una brecha de energia prohibida nula, tal como se observa en la estructura de bandas.
La densidad de estados para este caso resultd con un perfil que confirma lo observado en
las bandas de energia, mostrando la caracteristica de semi metal de esta aleacion FeAs.

[Tg]
0.25 / a
N\ /\_/ \/ -
7]
0.05 ] ! 3
i | 1
umy
0.15 - . o
5 B P
& 035 - - e
=
£
s ™~ "
§ 055 | il
I .
™~ /""'"‘f\_
\"_.
~ — T
0.75 - ! =
u
-0.95 g 7 g
115 ——14
L r XK Tc- 8 58 8 8 8 B &

Vector k Densidad de Estados

Figura 3: Estructura de bandas de energia del FeAs, en unidades Ry, obtenida con un 70.0% de la
fraccion gr residiendo en las esferas vacias.

En la Figura 3 se observa un notable cambio en la estructura electronica calculada para el
caso de un 70% del valor de la fraccion pequefia de carga qr residiendo en las esferas
vacias y = 0,3 la estructura de bandas resultdo con alta concentracion de estados
electronicos en la banda de valencia. Estructura de bandas que caracteriza fuertemente la
fase ferromagnética de esta aleacion FeAs. La densidad de estados asociada con esta
estructura de bandas confirma la alta concentracion de estados electronicos con dos picos
separados por una energia de 0,026 + 0,001 Ry, unos 354 meV cercana al limite de la
banda de valencia y proxima a la energia de Fermi. Estructura electronica que se asocia
con la energia total minima correspondiente a —19,68 + 0,01 Ry. Los resultados
obtenidos para y = 0,4 un 60% del valor de la carga qr en las esferas vacias de la red,
muestran una estructura de bandas y una densidad de estados con un perfil que se
caracteriza mas con una fase ferromagnética, similar a la obtenida con y= 0,3 pero
ligeramente desplazados hacia mayores valores de energia total. Los resultados para los
demas casos con y = 0,6, y = 0,8 y y = 1,0 la estructura electronica presenta un perfil con
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tendencia similar hacia mayores valores de energia, pero asociada con la fase
ferromagnética de la aleacion FeAs. A continuacion, se presenta los parametros de
estructura electronica de los puntos de alta simetria mas representativos, todas obtenidas
de la estructura de las bandas de energia que minimiza la energia total.

Tabla 3: La energia de Fermi, la energia total en unidades Ry del FeAs obtenidas con el
método de orbitales LMTO aqui, con +0,001 Ry para E

Y 0,0 0,2 0,3 0,4 0,6 0,8 1,0
Er(Ry) | -0,216 0,114 -0,661  -0,603 -0,486 -0,373  -0,225

Er(Ry)  -17,59 -16,92 -19,68 -19,11 -18,80 -19,12 -18,41

La tabla 3 presenta los resultados calculados para los siete casos que nos planteamos como
objetivo al inicio. La figura 4, permite apreciar mejor la transiciéon de fase con la
respectiva redistribucion de la carga en la red, se observa una energia total de—17,59 +
0,02 Ry relacionada con la estructura de las bandas de energia calculada para y = 0,0 que
se asocia con una fase semiconductora del FeAs con brecha de 3,378 £ 0.014 eVde
energia prohibida. Sin embargo, la energia total minima es de —19,68 £ 0,02 Ry que esta
relacionada con la estructura de las bandas de energia calculada con y= 0,3 y con una
densidad de estados de alta concentracion de estados electronicos, con dos picos cercanas
al tope de la banda de valencia y la energia de Fermi.

parametro y

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
-16.50

-17.00
-17.50
-18.00

-18.50

Energia (Ry)

-19.00
-19.50
-20,00

Figura 4: Resultados de la energia Total en unidades Ry de la aleacion FeAs, calculadas con el modelo
empleado en el presente estudio.

CONCLUSIONES

Los resultados muestran que el perfil de la estructura de las bandas de energia y de la
densidad de estados obtenida para un 100% de la pequefia fraccion de carga qr residiendo
en las esferas vacias de la diagonal de la red, presenta los parametros de estructura
electronica que esta asociada fuertemente con una fase semiconductora de la aleacion
FeAs ya antes observada por otro estudio®. Por otro lado, la estructura de las bandas de
energia y la densidad de estados obtenidos con y = 0.3, un 70% de la fraccion de carga
gr residiendo en las esferas vacias de la diagonal, han resultado con una gran
concentracion de estados electronicos en la banda de valencia, el perfil de la densidad de

Rev Soc Quim Peru 91(3) 2025



Estructura electronica y transicion de fase... 152

estados a resultado con dos picos méximos separados por 0.354eV y cercanos a la energia
de Fermi -0.661 Ry en la banda de valencia, lo que caracteriza fuertemente una fase
ferromagnética' de estd aleacion FeAs. Los calculos muestran que esta estructura
electronica con caracteristicas ferromagnéticas es la que se asocia con una mayor
estabilidad del sistema con una energia total minima de -19.68 Ry. El modelo de potencial
efectivo LDA usado en la presente investigacion, que toma en cuenta el efecto de la
contribucion de una fraccion pequena de carga de valencia en las esferas vacias de la red,
el potencial de intercambio y correlacion de un gas homogéneo de electrones de spin
polarizado resultd ser bueno para el célculo de la estructura electronica de las aleaciones
semiconductoras ferromagnéticas.
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REMOCION DE BORO DE AGUA SUPERFICIAL
MEDIANTE COLUMNA DE LECHO F1JO CON
AMBERLITE IRA 743: ESTUDIO DINAMICO Y

MODELADO LOGISTICO

Jean C. Pizarro Rabanal®, Margarita Bricefio Toledo®, Edilberto P. Mamani Lopéz?,
Edgardo O. Avendafio Caceres**

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la capacidad de la columna y la isoterma de
adsorcion, ajustar y analizar las curvas de avance, determinar los parametros de la
ecuacion logistica para tres modelos de lecho fijo (Bohart-Adams, Thomas y Yoon-
Nelson). Se utilizo lo resina Amberlite IRA 743 y la columna operoa 3, 7y 11 mL min~
!, Se empleo la ecuacion logistica para ajustar las curvas de avance y determinar los
parametros para los tres modelos de lecho fijo. La capacidad de la columna se bas6 en los
tiempos de ruptura (tp), la capacidad total (t;) y la capacidad utilizable (t,). El analisis de
boro se realizd por espectrofotometria visible utilizando Azometina H. El modelo de
Langmuir se ajusté mejor a los datos experimentales con un qmax=11,97 mg g™ y b=0,02
L mg'. Los datos experimentales de las curvas de avance para 3, 7 y 11 mL min™ se
ajustaron a la ecuacion logistica obteniendo R?=0,985, 0,997 y 0,999, respectivamente.
En la determinacion de la capacidad de la columna se encontré que tu/te (fraccion de la
capacidad de lecho utilizada hasta el punto de ruptura) para los flujos de 3, 7 y 11 mL
min’! fueron de 0,67, 0,39 y 0,25, respectivamente. Los resultados evidenciaron que el
modelo de Langmuir se ajustd mejor a los datos experimentales, las curvas de avance y
la capacidad de la columna demostraron que caudales bajos optimizan el contacto y el
uso del lecho adsorbente.

Palabras clave: intercambio idnico, boro, adsorcion e isoterma

BORON REMOVAL FROM SURFACE WATER USING A
FIXED-BED COLUMN WITH AMBERLITE IRA 743:
DYNAMIC STUDY AND LOGISTIC MODELING

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the column capacity and adsorption isotherm,
adjust and analyze breakthrough curves, and determine the parameters of the logistic
equation for three fixed bed models (Bohart-Adams, Thomas, and Yoon-Nelson).
Amberlite IRA 743 resin was used and the column operated at 3, 7, and 11 mL min™". The
logistic equation was employed to adjust breakthrough curves and determine the
parameters for the three fixed bed models. Column capacity was based on breakthrough

@ Departamento de Quimica e ingenieria Quimica, Facultad de Ingenieria, Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann, Av Miraflores s/n, Tacna Pera. 23001.
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Natural en Sistemas Socio-ecoldgicos de Territorios Ancestrales. Universidad Arturo Prat. Iquique, Chile.
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time (ty), total capacity (t;), and usable capacity (t.). Boron analysis was performed by
visible spectrophotometry using Azomethine H. The Langmuir model showed better fit
to experimental data with qmax = 11,97 mg g' and b = 0,02 L mg™'. Experimental data
from breakthrough curves for 3, 7, and 11 mL min™ were fitted to the logistic equation
obtaining R? = 0,985, 0,997, and 0,999, respectively. In the determination of column
capacity, it was found that t./t; (fraction of bed capacity used up to the breakthrough point)
for flow rates of 3, 7, and 11 mL min™" were 0,67, 0,39, and 0,25, respectively. Results
demonstrated that the Langmuir model showed better fit to experimental data, and
breakthrough curves and column capacity showed that low flow rates optimize contact
and use of the adsorbent bed.

Keywords: ion exchange, boron, adsorption, isotherm.

INTRODUCCION

El boro se libera al medio ambiente tanto de forma natural, a través de la meteorizacion
de rocas, como por actividades humanas presente en las aguas residuales generadas por
la industria y la agricultura'. Aunque es un micronutriente esencial para plantas y
animales, tiene multiples aplicaciones comerciales y su exceso resulta toxico para ambos.
El margen entre las dosis seguras y las perjudiciales para plantas y personas es muy
reducido, por lo que con frecuencia es necesario eliminarlo del agua y de las aguas
residuales®. Al ser los cultivos muy sensibles a concentraciones altas de boro en el agua
de riego, su concentracion es una grave amenaza para ellos®. No hay un tnico método
para eliminar el boro del agua. Dependiendo de la concentracion de boro presente, se
puede utilizar uno o varios métodos. Entre los métodos disponibles se incluyen la
adsorcion sobre cenizas volantes, precipitacion quimica, nanofiltracidén, osmosis inversa,
electrodialisis, microfiltracion con intercambio i6nico, asi como procesos hibridos como
la ultrafiltracion con intercambio i6nico y electrodesionizacion entre otros. El método de
mayor uso en soluciones acuosas es el uso de resina quelante selectiva de boro mediante
intercambio idnico*. La cantidad de boro presente en el agua esta influenciada por las
caracteristicas geologicas circundantes, como el contenido de boro de las formaciones
geologicas locales y las fuentes antropogénicas. El agua de mar presenta como
concentracion promedio 4,6 mg L™ de boro oscilando entre concentraciones de 0,5 a 9,6
mg L', en contraste el agua dulce muestra concentraciones de boro < 0,01 mg L'a 1,5
mg L', En el agua superficial las concentraciones de boro encontradas oscilan desde <
10 mg L' a mayores de 1000 mg L', Lo anterior implica que en diferentes lugares se
requiere remover el boro de las fuentes consideradas para abastecimiento publico y/o en
su caso para riego agricola de cultivos sensibles al boro.

En este estudio se utilizaron muestras de agua provenientes de la salida de los filtros de
la planta antigua de tratamiento del distrito de Ite (provincia de Jorge Basadre, region de
Tacna en Pert1). Esta agua no estd destinada para consumo humano debido a que la
concentracion de arsénico supera el valor maximo recomendado (norma nacional peruana
Decreto Supremo N°031-2010-SA) de 0,01 mg L' los pobladores lo utilizan para otros
usos, la concentracion promedio de boro determinada durante el estudio fue de 9,64+0,27
mg L. Los habitantes de Ite consumen agua subterranea. Segun los registros de la
Administracion Local del Agua Caplina Locumba (ALA-Caplina-Locumba),
perteneciente a la Autoridad Nacional del Agua (ANA Peru), los monitoreos
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participativos de la calidad del agua superficial en la cuenca Locumba, realizados entre
2016 y 2021 en la estaciéon de monitoreo 1316RLocuS (ubicada en el rio Locumba,
coordenadas UTM WGS 84 Zona 19 K, 300083 Este y 8036874 Norte), muestran valores
promedio de boro de 8,44+1,55 mg L', pH de 8,31+0,17 y conductividad eléctrica de
2400+150 pScm’!. A pocos metros aguas abajo de esta estacion se encuentra la bocatoma
del canal de Ite, que deriva parte del caudal del rio hacia el distrito de Ite, donde una
porcion de esta agua es tratada en la planta antigua de tratamiento de agua. El distrito de
Ite es una zona agricola donde las concentraciones altas de boro afectan a la
diversificacion de cultivos. El presente estudio propone utilizar las aguas tratadas por la
planta antigua de tratamiento, reduciendo las concentraciones de boro utilizando la resina
Amberlite IRA 743 a niveles para uso agricola.

La region de transferencia de masa en un proceso de adsorcion esta condicionada por
elementos tales como la isoterma de adsorcidn, el flujo, la transferencia de masa hacia las
particulas y la difusion en los poros. A pesar de la existencia de técnicas tedricas para la
prediccion de la transferencia de masa y los perfiles de concentracion en el lecho, sus
hallazgos pueden resultar imprecisos debido a las incertidumbres vinculadas al flujo y a
las correlaciones empleadas. Por consiguiente, resulta imprescindible llevar a cabo
experimentos a escala de laboratorio para lograr resultados fiables>.

El objetivo del presente estudio fue determinar la remocion de boro utilizando la resina
de intercambio i6nico Amberlite IRA 743 (Al743), especifica para la remocion de boro
del agua de la salida de los filtros de la planta antigua de tratamiento del distrito de Ite.
Para ello, se empled una columna de lecho fijo a nivel de laboratorio, lo que permitio
llevar a cabo un estudio dindmico en el que se analiz6 la curva de avance, se calcularon
los parametros de los modelos de lecho fijo de Yoon-Nelson, Thomas y de Bohart-Adams
mediante la aplicacion del modelo logistico, asi como también la determinacion de la
capacidad de la columna y las isotermas de adsorcion de Langmuir y Freundlich.

PARTE EXPERIMENTAL

Area de estudio

El area de estudio estd ubicada en el distrito de Ite, que pertenece a la provincia de Jorge
Basadre, una de las cuatro provincias del departamento de Tacna ubicado en el pais de
Peru. Se tomaron muestras representativas de la salida del filtro de la antigua planta de
tratamiento de agua cuya ubicacion en coordenadas UTM WGS 84, 291849 Este y
8024164 Norte, Zona 19 K. La figura 1 muestra el departamento de Tacna ubicado en el
sur del Pert, con sus cuatro provincias y la provincia Jorge Basadre donde se encuentra
ubicado el distrito de Ite. La zona ampliada corresponde a la planta antigua de tratamiento
de agua de Ite.
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Figura 1. Mapa de ubicacion del area de estudio

Propiedades del adsorbente

La resina de intercambio i6nico Amberlite IRA 743, segun su hoja de especificaciones
técnicas tiene las siguientes caracteristicas.

Matriz : Poliestireno macro poroso
Grupo funcional : N-Metilglucamina

Forma fisica : Perlas de color beige
Forma idnica al ser enviado : Base libre (FB)
Capacidad total :0,7eqL!

Tamafio de particula

Tamafio medio armoénico : 0,500 — 0,700 mm
Cocficiente de uniformidad : 1,6

< 0,300 mm : Maximo 1%

Construccion y descripcion de la columna de intercambio ionico

La columna de intercambio consta de dos tubos de vidrio de 22 cm y 82 cm, un didmetro
interno de 1,5 cm, con un espesor de 0,2 cm; ambos tubos fueron conectados con una
unién de goma de 3,5 cm de altura. El sistema de drenaje es un tapon circular fabricado
de goma de 0,4 cm de espesor, didmetro interno de 1,5 cm y 3,4 cm de altura. La goma
tiene una salida que esta conectada a una tuberia tipo T, utilizada para la salida del liquido
intercambiado y para el proceso de expansion de la resina; en el interior de la goma
descansa una rejilla que va sellada al tapon utilizando silicona, con el fin de evitar que la
resina salga por la tuberia de salida de la columna de intercambio. La columna tiene en
la parte superior un tapén de goma con dimensiones de 0,5 cm de espesor, 1,5 cm de
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diametro interno una altura de 3,5 cm; con un orificio en la parte lateral de diametro de
0,65 cm, donde se conecta la alimentacidon para la columna. El flujo de alimentacion se
realiz6 utilizando una bomba peristaltica, pasando el liquido por gravedad a través de la
columna (flujo de arriba hacia abajo). Se utilizdé una masa de 15g de resina Al743,
teniendo un volumen de resina de 21,8+0,2 mL para un didmetro de columna de
intercambio de 1,5 cm y una altura de lecho de 15 cm. En la figura 2, se observa el
esquema del sistema de intercambio i6nico que fue construido para la adsorcion de boro.

: I 7R
u—@
\1*
Operacion

1.Ingreso del agua con
contenido de boro a la
columna.

2.Recorrido del agua a
tratar por la columna de
intercambio idnico.
3.Contacto del agua a
tratar con la resina.

5. Salida del agua
tratada.

Expansion de la resina
4.Ingreso del agua
destilada

3.Expansion de la resina

4

Figura 2. Esquema del sistema de intercambio i6nico utilizado para adsorcion de boro

Curvas de avance:

Se mantuvo el pH natural del agua y la temperatura ambiente. Se trabajoé con tres flujos
diferentes dentro del rango de trabajo recomendado por las especificaciones técnicas de
la resina (4 a 30 volimenes por hora, BV/h). Los flujos de trabajo fueronde 11, 7y 3 mL
min'. Los flujos fueron regulados a través de una bomba peristiltica con cabezal
multicanal (MasterFlex L/S). Previamente la resina AI743 fue hidratada 24 horas antes
con agua destilada y colocada en la columna de intercambio. Una vez establecido el
caudal, se empezd a alimentar la columna con la muestra de agua colectada. Se
determinaron los periodos de tiempo de toma de muestras, que es dependiente del
volumen de agua a tratar y el caudal de alimentacion. La recoleccion de las muestras a
diferentes tiempos se realizd en envases de plastico y se procedid al andlisis de las
mismas; las muestras fueron colectadas hasta que la concentracion de salida de la columna
de intercambio sea igual o similar a la concentracion de entrada a la misma. Esto indica
que la resina llego a su saturacion llamado también punto de agotamiento de la resina.

Los andlisis de boro para las curvas de avance fueron realizados utilizando un
espectrofotometro UV-Visible, un medidor de pH (HANNA, modelo HI98129), los
reactivos utilizados para determinar el boro por espectrofotometria visible utilizando
Azometina H fueron: azometina H (Sigma-Aldrich, grado P.A.), acido ascérbico (Sigma
Aldrich, grado ACS), EDTA(Merck, ACS), acido acético (Merck, EMSURE), acetato de
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amonio (Merck, EMSURE) y una solucién estiandar de boro de 1000 mg L™ (Merck,
Certipur) y acido borico (Merck, EMSURE).

Isoterma de adsorcion:

Se prepararon seis soluciones de 250 mL con diferentes concentraciones de boro (57, 78,
184, 476, 1249 y 1661 mg L), las mismas fueron colocadas en envases de plastico de
750 mL, posteriormente se procedié con el analisis de boro de cada solucion. Se
adicionaron 2,0g de resina Al743, en cada uno de los envases de pléstico con las
soluciones de boro antes preparadas procediendo a tapar los envases. Se agitan los
envases y se deja un tiempo de contacto de seis dias a temperatura ambiente hasta alcanzar
el equilibrio, luego se realiz6 nuevamente los andlisis de boro en cada una de las seis
soluciones. Estos andlisis fueron realizados en el Laboratorio de Quimica Analitica y
Ambiental de la Carrera de Quimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud
de la Universidad Arturo Prat de Iquique-Chile, por espectrofotometria visible (Genesys
20 de Spectronic Unicam) utilizando Azometina-H. El método de andlisis de boro se baso
en la norma 11.1 INIA de Chile 2006%; teniendo como modificacion que no se utiliza el
extractante CaCl, para el analisis de boro en agua.

Determinacion de las constantes para los modelos de lecho fijo de Bohart-Adams,
Thomas y Yoo-Nelson utilizando el modelo logistico para 03 diferentes flujos

El autor Chu’ demostré en su investigacion que los parametros de los tres modelos de
lecho fijo (Bohart-Adams, Thomas y Yoo-Nelson) pueden estimarse mediante el ajuste
de una Unica ecuacion: la funcion logistica.

C 1

C_o =1 exp (@—bp) " @Y

Cuyos parametros para cada modelo se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1. Pardmetros de los tres modelos de lecho fijo expresados en términos de los
parametros generales “a” y “b” de la ecuacion logistica.

Modelo Parametros de ecuacion logistica
a b
Bohart-Adams kea No L/u kea Co
Thomas kr goM/Q kr Co
Yoon-Nelson kyn T kyn

Donde: C,, concentracion inicial del adsorbato (mg cm). L, profundidad del lecho (cm). M, masa del
adsorbente (g). Q, caudal volumétrico (cm?® min™). u, velocidad superficial (cm min™). kga, coeficiente de
velocidad de Bohart-Adams (cm® mg'min'). N, Capacidad de adsorcion del adsorbente por unidad de
volumen de lecho (mg cm™). kr, coeficiente de velocidad de Thomas (cm? mg! min™). g,, carga sélida
por unidad de masa de adsorbente (mg g™). kyn, coeficiente de velocidad de Yoon-Nelson (1 min™). 1,

tiempo requerido para el 50% de ruptura (min). Referencia Chu’.

Utilizando la ecuacion logistica se ajustd estadisticamente los datos experimentales de las
curvas de avance de los tres flujos con los que trabajo (3, 7, 11 mL min™!), determinando
los parametros generales “a” y “b” junto a los parametros propios de cada modelo.
Fisicamente las constantes “a” y “b” en la ecuacion logistica representan: el parametro

(P4

a” representa la capacidad del sistema. El pardmetro “b” representa la cinética del
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proceso de adsorcion. Para el disenio de lechos fijos valores altos de “a” indican mayor
capacidad de adsorcion y tiempos de servicio mas largos. Valores altos de “b” indican
transiciones mas rapidas entre la zona no saturada y saturada. Esta comprension unificada
del significado fisico de los parametros es fundamental para el disefio y optimizacion de
sistemas de adsorcion en lecho fijo, ya que permite una interpretacion coherente
independientemente del modelo matematico especifico utilizado. En la Tabla 1 se muestra
los pardmetros antes mencionados.

Determinacion de la Capacidad de la columna

Es posible demostrar que la capacidad total o estequiométrica de una torre de lecho
empacado, al alcanzar el equilibrio con la corriente de alimentacion, es directamente
proporcional al area comprendida entre la curva de ruptura y la linea correspondiente a
C/Co = 1,0 como se evidencia en la siguiente figura 3°.
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Figura 3. Determinacion de la capacidad a partir de la curva de avance’

El area total sombreada representa la capacidad total o estequiométrica del lecho:

t, = fm <1 - Ci) N )

Donde t; es el tiempo equivalente a la capacidad total o estequiométrica. La capacidad
utilizable del lecho hasta el tiempo del punto de ruptura tp, es el drea cuadriculada de la
figura 3. C, y C representan la concentracion inicial y en el tiempo del boro

respectivamente.
tp C
t =j (1 ——) dt ... oo e .. (3)
u o CO

Donde t, es el tiempo equivalente a la capacidad utilizable o el tiempo en el cual la
concentracion del efluente alcanza su maximo nivel permisible.

La relacion ty/t; es la fraccion de la capacidad o longitud total del lecho utilizada hasta el
punto de ruptura. Asi para una longitud total del lecho de Hr, Hg es la longitud del lecho
utilizada hasta el punto de ruptura.

t
Lt
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La longitud de lecho no utilizado Huns en m, es entonces la fraccion no usada
multiplicada por la longitud total. Hung representa la seccidén o zona de transferencia de
masa; depende de la velocidad del fluido y es independiente de la longitud total de la
columna.

Hynp = (1 - i—”) 2 N ()

Se utilizaron los datos experimentales de las curvas de avance de los tres caudales (3, 7 y
11 mL min™) y fueron ajustados utilizando la ecuacion logistica (ecuacion 1); luego en
base a las tres ecuaciones logisticas ajustadas (una para cada flujo) se procedid a
determinar para cada una de las tres curvas de avance el tiempo equivalente a la capacidad
total (t;), el tiempo equivalente a la capacidad utilizable (t.), la longitud de lecho utilizado
hasta el punto de ruptura (Hg) y la longitud de lecho no utilizada (Hung), para estos
calculos se utilizaron las ecuaciones 2, 3, 4 y 5 respectivamente. La concentracion
utilizada para el punto de ruptura fue de 0,05 (C/C, = 0,05) para las tres curvas de avance.
La altura total para los 03 lechos de intercambio fue de 15 cm (Hr).

RESULTADOS Y DISCUSION

Isotermas de adsorcion:

Se utilizaron dos isotermas de adsorcion de Langmuir y de Freundlich para evaluar los
datos experimentales. Una isoterma de adsorcion representa la relacion entre la cantidad
de contaminante retenido en el adsorbente y la concentracion en solucién acuosa, bajo
condiciones de equilibrio y temperatura constante®. Las formas linealizadas de las dos
isotermas se muestran a continuacion.
Isoterma de Langmuir:

Ce 1 Ce

e Qméxb Gmax ( )

Isoterma de Freundlich:

1
Inqg, =InKp + ElnCe v (7)

Donde: qe cantidad de adsorbato retenido por el adsorbente en condiciones de equilibrio
(mg g!); Ce es la concentracion de equilibrio (mg L), b y qmax son las constantes de
Langmuir, donde b es la constante relacionada con la afinidad del sitio de adsorcion (L
mg™') y qmax €s la constante referida a la capacidad maxima de adsorcion en monocapa
(mg g). Kk es la constante de Freundlich relacionada con la capacidad de adsorcion (mg
g'h)(dm? g, n intensidad de la adsorcion’.

Se llevo a cabo la investigacion del equilibrio de adsorcion del boro en la resina Amberlite
IRA 743, utilizando los modelos de isoterma de Langmuir y Freundlich. Los hallazgos
obtenidos (Tabla 2, Figura 4) evidencian resultados diferenciables en cuanto al ajuste de
los datos experimentales a cada modelo.

Para el modelo de Langmuir, el coeficiente de correlacion lineal (R?=0,989) sefiala un
alto ajuste, lo que indica que el proceso de adsorcidén es en monocapa, se lleva a cabo
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principalmente en una superficie homogénea, la energia de activacion es constante y la
interaccion entre las moléculas de adsorbato es insignificante!®. El valor de qmax de
Langmuir calculado tiene un valor de 11,970 mg g!. Los autores Nasef et al.!! describen
que se ha determinado una capacidad méaxima de adsorciéon de boro de 0,69 mmol g’
(7,46 mg g') apH9,5,30 °Cy 140 rpm durante 2 h, con una concentracion inicial de
40 mg L. Adicionalmente también describen que la eficiencia de remocién disminuia
con el aumento de la concentracion de boro en la alimentacion. Estos resultados
concuerdan con las investigaciones de Nasef et al.!!, Marin Martinez '? y Garcia-Soto!?
quienes coinciden en el ajuste significativo del modelo de Langmuir en trabajos con la
resina Amberlite IRA 743 y la adsorcion de boro.

Tabla 2. Parametros de Langmuir y Freundlich para la adsorcion de boro sobre la resina
Amberlite IRA 743

Langmuir Freundlich
gmax(mgg?)  b(Lmg?) R R? 1/n Kr(L g™) R?
11,97 0,021 Isoterma 0,989 0,209 2,647 0,871
Favorable

Ry: Pardmetro de equilibrio'*

El ajuste de los datos experimentales utilizando el modelo de Freundlich mostraron un
coeficiente de determinacién menor (R?=0,871) que el encontrado por el modelo de
Langmuir (R?=0,989) representando este tltimo mejor el comportamiento de los datos
experimentales. Lo antes mencionado también puede deducirse analizando los ajustes no
lineales que se aprecian en la figura 4(A) y 4(B). Mostrando el modelo de Langmuir
ajustarse mejor a los datos experimentales. En la figura 5 se aprecia que los valores de Rp
confirman una adsorcion favorable para todas las condiciones evaluadas (0 < Rp < 1),
En reacciones de intercambio que exhiben isotermas favorables como es el caso de este
estudio, la forma caracteristica de la curva de ruptura y su amplitud generalmente no
varian con la longitud del lecho'.

Estos valores permiten afirmar que el modelo de Langmuir describe mejor la adsorcion
de boro en la resina Amberlite IRA 743, teniendo el boro una alta afinidad con los sitios
activos de la resina

A
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Figura 4. Estudio del equilibrio de adsorcion del boro A) Ajuste de la forma lineal de la Isoterma
Langmuir, B) Ajuste de la forma de lineal de la isoterma de Freundlich, C) Isoterma de Langmuir
ajustada, D) Isoterma de Freundlich ajustada.

El parametro Ry (factor de separacion o parametro de equilibrio), es utilizado para
comprobar si el ajuste al modelo de Langmuir es favorable para el proceso de adsorcion.
Confirma si el modelo de Langmuir es apropiado para describir el sistema estudiado. El

pardmetro Ry, adimensional se define!* !> 1617
Rty (®)
LI g,

Donde b es el parametro de Langmuir y C; la concentracion inicial de la muestra
estudiada. Este parametro define el tipo de isoterma obtenida: un Ri>1 indica una
isoterma no favorable, Ri=1 corresponde a una isoterma lineal, Ry entre 0 y 1 representa
una isoterma favorable, y un R.=0 es una isoterma irreversible.
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Figura 5. Ajuste del modelo de Langmuir Favorable
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Ajuste de las curvas de avance y determinacion de las constantes para los modelos
de lecho fijo de Bohart-Adams, Thomas y Yoo-Nelson utilizando el modelo logistico
para 03 diferentes caudales.

Se utiliz6 tres caudales (3, 7 y 11 mL min™') para evaluar la adsorciéon de boro en una
columna de lecho fijo. Se generaron datos experimentales de las curvas de avance que
fueron ajustadas con el modelo logistico (ecuacion 1), la figura 6 muestra los datos
experimentales con las curvas de avance ajustadas. El modelo logistico también fue
utilizado para calcular los parametros de los modelos de lecho fijo de Bohart-Adams,
Thomas y Yoon-Nelson. En tabla 3 se observa los valores para los parametros calculados
y el nivel de ajuste (R?) alcanzado para cada caudal utilizado. Autores como Bakka et al'8,
Juela et al ? y Dima et al.?° también han utilizado el modelo logistico en sus trabajos de
investigacion.

La figura 6 evidencia que a medida que aumenta el caudal, la curva de avance tiende a
inclinarse hacia la izquierda, logrando periodos de tiempo més breves por lo tanto
saturaciones mas rapidas. Esto puede explicar el hecho que a mayores velocidades en la
columna no permiten un tiempo de contacto suficiente entre el adsorbato y adsorbente,
reduciendo la eficiencia de adsorcién consecuentemente permitiendo que se alcance
rapidamente el punto de ruptura de la columna. Con caudales de 11 mL min™' se llega a
la saturacion alrededor de 1500 minutos, mientras que a 3 ml min™' la saturacion se
prolonga alrededor de 4000 minutos. Los autores Yilmaz et al*! y Garcia-Soto'® en sus
investigaciones de adsorcién de boro mediante intercambio i6nico; utilizando la resina
Amberlite IRA 743 encontraron también que flujos mayores disminuyen la eficiencia de
captura de boro.

=3 ml/min Ajustado

——7 ml/min Ajustado
——11 ml/min Ajustado
® 3 ml/min Experimental
+ 7 ml/min Experimental

m 11 ml/min Expeerimental

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Tiempo (min)
Figura 6. Ajuste de las curvas de avance utilizando el modelo logistico
El modelo logistico utilizado para el ajuste de las curvas de avance se ajustd en un alto
grado mostrando valores del coeficiente de determinaciéon (R?) mayores a 0,98. Estos

resultados son consistentes con’, quien valido el uso del modelo logistico para la
obtencion de pardmetros cinéticos clasicos.
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Tabla 3. Valores de las constantes de los modelos de lecho fijo de Bohart-Adams, Thomas
y Yoo-Nelson utilizando el modelo logistico para 03 diferentes caudales

Modelo ml min? Parametros de ecuacidn logistica R?
a b

Bohart-Adams

Thomas 11 3,984 0,006 0,985
Yoon-Nelson
Bohart-Adams

Thomas 7 4,917 0,004 0,997
Yoon-Nelson
Bohart-Adams

Thomas 3 9,047 0,004 0,999

Yoon-Nelson

Los resultados encontrados explican que las tasas de flujo bajas aumentan el tiempo de
contacto, promoviendo mecanismos de difusion y captura del boro en las zonas activas

del adsorbente.

En la tabla 4, se observa que los valores de kg, kty kyn aumentan con el aumento de la
velocidad de flujo evidenciando esto una cinética mas rapida. Respecto a N, y qo mantiene
un valor constante a flujos intermedios a bajos y disminuye a flujos altos significando que
flujos altos provocan un menor aprovechamiento del lecho y del absorbente. En cuanto a
T se puede notar que disminuye con el aumento de flujo alcanzando el sistema mas rapido

el 50% de saturacion.

Tabla 4. Parametros de los modelos de lecho fijo de Bohart-Adams, Thomas y Yoo-

Nelson.
Modelo Parametro Flujos (ml min't)

3 7 11
Bohart-Adams (BA) kea (Ml mg™t min?) 0,36 0,46 0,66
No (mg ml) 2,83 2,85 2,50
Thomas kr (ml mg? min) 0,36 0,46 0,66
o (Mg g™) 5,00 503 4,41
Yoon-Nelson (YN) kyn (min) 0,00362 0,0044 0,006

3
T (min) 2499,36 1117,5 633,5

3 2

Donde!'®: Kgx es la constante del modelo de (BA), N, es la capacidad de sorcién del adsorbente por
unidad de volumen de lecho, Kr es la constante del modelo de Thomas, q, es la concentracion méaxima en
la fase solida, kyn es el coeficiente de velocidad de (YN), T es el tiempo necesario para alcanzar el 50%

de penetracion del adsorbato.

Rev Soc Quim Peru 91(3) 2025



Remocion de boro de agua superficial ... 166

Estudios previos como los de Marin Martinez'? han trabajado en modelos cinéticos
clasicos en batch y columna. La presente investigacion propone utilizar el modelo
logistico como herramienta para estimar los parametros de modelos cldsicos con un alto
ajuste estadistico.

Determinacion de la capacidad de la columna

Las curvas de avance utilizadas para determinar la fraccion de lecho utilizada y la zona
no utilizada o de transferencia de masa, se obtuvieron para tres caudales (3, 7, 11 mL min
1, considerando los tiempos de ruptura ty, la capacidad total t; y la capacidad utilizable t,.
La relacion t/t, que representa la proporcion del lecho que se emplea efectivamente,
indica que con el incremento del caudal, la proporcion del lecho utilizado sera menor,
como puede observarse en la Tabla 5, donde con el menor caudal de trabajo se logra
utilizar 67% del lecho, y con el mayor caudal de trabajo se logra solo utilizar solo el 25%;
de igual modo, en la figura 7, se muestra claramente que con flujos bajos se aprovecha
mayor cantidad de lecho, que trabajando a flujos altos, que trae en consecuencia una
menor cantidad de lecho sin utilizar.

Tabla 5. Pardmetros para el calculo de la capacidad de la columna para tres diferentes
caudales

Q(ml/min) C/Co to(min) t(min)  tuymin)  t/t¢  Hs(em) Hyng(cm) Hr(cm)

3 0,05 168598 2499,2 1671,8 0,67 10,03 4,97 15
7 0,05 448,34 1118,1 438,3 0,39 5,88 9,12 15
11 0,05 165,40 636,2 160,2 0,25 3,78 11,22 15

Donde: Q (caudal), C/C, (concentracion en el punto de ruptura), t» (tiempo del punto de ruptura), t
(tiempo equivalente a la capacidad total), tu (tiempo equivalente a la capacidad utilizable), tu/t: (fraccion
de la capacidad de lecho utilizada hasta el punto de ruptura), Hs (longitud de lecho utilizado hasta el
punto de ruptura), Huns (longitud de lecho no utilizada) y Hr (longitud total del lecho de intercambio).

En la tabla 5, la longitud del lecho que no se usa es representado por el parametro Hung,
observandose que, al aumentar el flujo, el tiempo de contacto entre el adsorbato y el
adsorbente disminuye, ocasionando un aumento del area de transferencia de masa y
disminucién en la eficiencia del proceso de adsorcion en columna; teniendo como
consecuencia que una parte mayor del lecho no sea utilizada efectivamente.

(HB) Longitud utilizada, cm 11,2
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3 7 11
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Figura 7. Comparacion entre longitud utilizada y no utilizada del lecho
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Con un flujo menor, el tiempo hasta el punto de ruptura t, es mucho mayor (hasta 1685
minutos a 3 mL min™!), disminuyendo hasta 165 minutos para un flujo de 11 mL min™'y
analogamente, el tiempo de la capacidad total t; se reduce cuando el caudal aumenta (de
2499,2 a 636,2 min) observandose, ademas, que los caudales mas bajos facilitan una
mejor interaccion entre el contaminante y el adsorbente, lo que aumenta el tiempo de
funcionamiento antes de llegar a la saturacion.

CONCLUSIONES

El estudio realizado para la determinacion de la isoterma de adsorcion, mostré que los
datos experimentales son mejor representados por la isoterma de Langmuir. Lo que indica
segun los postulados de Langmuir, que el proceso de adsorcion es en monocapa y se lleva
a cabo en una superficie homogénea.

El modelo logistico utilizado permiti6 realizar una interpretacion representativa de los
datos experimentales facilitando la estimacidon de parametros cinéticos para tres modelos
de lecho fijo. Se determind que trabajar con caudales bajos mejora el proceso de contacto
entre el adsorbente y adsorbato; haciendo mas eficiente el proceso de adsorcion,
significando una mayor retencioén del boro y un uso mas eficiente del lecho. El modelo
logistico muestra ser versatil y so6lido para estudiar la dindmica de intercambio en
columnas de lecho fijo.

El estudio de la capacidad de la columna para tres flujos (3, 7 y 11 mL min™') basandose
en los tiempos de ruptura tp, la capacidad total t; y la capacidad utilizable t., puso de
manifiesto que trabajar con flujos bajos emplea una proporciéon mayor de lecho
adsorbente. Trabajar a caudales bajos optimiza en el caso de estudio la capacidad 1til del
sistema, prolongara su vida util y mejora el rendimiento del proceso de tratamiento de
adsorcion de boro del agua.

En conjunto, estos hallazgos evidencian que la resina selectiva a boro Amberlite IRA 743
es una alternativa eficiente y viable para la remocidon de boro en regiones afectadas por
altas concentraciones de boro, siendo una alternativa de mejora de calidad del agua para
uso agricola. Se recomienda realizar mas estudios a escala mayores, evaluar la
regenerabilidad, estabilidad a largo plazo y de esta manera fortalecer la sustentabilidad
econdmica y ambiental del proceso.

Este estudio representa la primera validacion experimental exitosa del modelo logistico
propuesto por Chu” para la remocion de boro, demostrando su aplicabilidad practica en
sistemas reales de tratamiento de agua.
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RESUMEN

Las fracciones proteicas de cuatro cultivares comerciales de Chenopodium quinoa
procedentes de los distritos de Acocro, Chiara'y Acos Vinchos se caracterizaron mediante
electroforesis SDS-PAGE (dodecil sulfato sdédico-poliacrilamida) y se cuantificaron por
el método de Bradford. El perfil electroforético mostrd de 3 a 11 bandas con un peso
molecular entre 5 y 123 kDa para las albuminas; de 1 a 10 bandas y un peso molecular
entre 9 y 105 kDa para las globulinas 7S; de 2 a 9 bandas y un peso entre 11 y 75 kDa
para las globulinas 11S; de 1 a 3 bandas y pesos entre 11 y 16 kDa para las prolaminas y
de 1 a 7 bandas y pesos entre 13 y 61 kDa para las glutelinas. El contenido en proteinas
reveld una mayor presencia de globulinas 7S con 25,15 mg/mL (cultivar Rojo de Acocro);
las globulinas 118 alcanzaron valores de 19,46 mg/mL (cultivar Rojo de Acos Vinchos).
Las albuminas oscilaron entre 6,56 y 19,3 mg/mL (mas altas en el cultivar Negro de
Chiara), las prolaminas entre 2,21 y 7,57 mg/mL y las glutelinas entre 7,86 y 16,5 mg/mL.
Por lo tanto, existe variabilidad en las caracteristicas moleculares de las fracciones
proteicas de los 4 cultivares procedentes de los distritos de Acocro, Acos Vinchos y
Chiara, ya que cada cultivar muestra un perfil electroforético inico de bandas proteicas.

Palabras clave: Chenopodium quinoa, cultivares, fraccionamiento, electroforesis,
proteinas de reserva.

MOLECULAR CHARACTERISATION OF PROTEINS
FROM FOUR COMMERCIAL CULTIVARS OF
Chenopodium quinoa Willd., Ayacucho

ABSTRACT

The protein fractions from four commercial cultivars of Chenopodium quinoa, sourced
from the districts of Acocro, Chiara, and Acos Vinchos, were characterized using SDS-
PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) and quantified via
the Bradford method. Electrophoretic profiles revealed 3—11 bands with molecular
weights ranging from 5 to 123 kDa for albumins; 1-10 bands from 9 to 105 kDa for 7S
globulins; 2-9 bands from 11 to 75 kDa for 11S globulins; 1-3 bands from 11 to 16 kDa
for prolamins; and 1-7 bands from 13 to 61 kDa for glutelins. Protein quantification
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showed the highest concentration of 7S globulins at 25.15 mg/mL (in the Red from
Acocro cultivar), while 11S globulins reached 19.46 mg/mL (in the Acos Vinchos Red
cultivar). Albumins varied from 6.56 to 19.3 mg/mL (highest in the Black cultivar from
Chiara), prolamins from 2.21 to 7.57 mg/mL, and glutelins from 7.86 to 16.5 mg/mL.
Overall, these cultivars exhibited variability in molecular characteristics, with each
displaying a distinct electrophoretic profile of protein bands.

Key words: Chenopodium quinoa, cultivars, fractionation, electrophoresis, reserve
proteins.

INTRODUCCION

La quinua constituye un pseudocereal procedente de los Andes centrales y la region sur
del pais alrededor del lago Titicaca cuyo cultivo data desde tiempos ancestrales; este
pseudograno tiene alto valor nutritivo por el balance perfecto de aminoacidos esenciales,
contenido de grasas y proteinas.! Se considera como un alimento funcional promisorio y
su baja cantidad de gluten, la hace mas digerible para todo tipo de consumidor. La FAO,
como entidad mundial, ha declarado el afio 2013 “Afio Internacional de la quinua” y
afirma que representa una riqueza vegetal promisoria de la humanidad, en base a sus
inmensas propiedades benéficas y diversos usos, y por considerarla como una alternativa
para solucionar los graves problemas de malnutriciéon humana.?

Es sabido que la quinua posee alto porcentaje de proteinas ligada a la presencia de
aminoécidos esenciales, lo que la cataloga como un alimento de calidad. Caracterizada
por su alto contenido de lisina, aminoacido que no es muy abundante en el reino vegetal;
ademads, contiene otros aminoacidos esenciales, particularmente arginina e histidina, que
son muy apropiados para la alimentacidn infantil. También contiene leucina, isoleucina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina.’

El método de extraccion segin Osborne?, se fundamenta en la relacion estructura-
solubilidad de las proteinas. Las proteinas difieren en su solubilidad debido a sus
caracteristicas estructurales. Las glutelinas son insolubles en agua, en soluciones salinas
y en alcohol, y bastante solubles en sosa y potasa.!! Es importante notar que la mayoria
de nitrogeno proveniente de proteinas es soluble en alcohol y en disoluciones alcalinas.
Las globulinas, albuminas y proteasas son solubles en disoluciones alcalinas diluidas.
En la extraccion de proteinas, la exposicion de la harina al n-hexano por 24 h incremento
la solubilidad de las proteinas en aproximadamente 10 %. Se menciona la importancia de
la deslipidizacion de la harina total para estudios cualitativos de fracciones proteicas.’ La
separacion de proteinas de Chenopodium quinoa Willd., cultivares blanca, amarilla, negra
y roja, fue por electroforesis SDS - PAGE (sodium dodecyl sulphate — polyacrylamide
gel electrophoresis).*> Este método de separacion proteica, tiene alto poder de resolucion
y sensibilidad.®

Existe referencia limitada sobre las proteinas fraccionadas que contiene la quinua en
Ayacucho, en tal sentido se promueve al estudio de las proteinas vegetales para enriquecer
una base de datos en nuestra region. Ademads, la poblacién estd en una etapa de
crecimiento exponencial con una simultdnea reduccion de recursos a través de la
salinizacion y desertificacion de suelos de cultivo, resultado de las actividades
antropogénicas y el cambio climético.” Ante la necesidad de conocer los niveles de
proteinas en las diversas variedades de quinua adaptadas en la zona de influencia del gas
de Camisea, se realiz6 el trabajo sobre extraccion y caracterizacion molecular de proteinas
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de cuatro cultivares comerciales de quinua Chenopodium quinoa Willd., colectadas en
los distritos de Acocro, Acos Vinchos y Chiara, con el objetivo de evaluar el perfil
electroforético y cuantificar las fracciones proteicas de estas especies promisorias de
interés agronémico y nutricional.

PARTE EXPERIMENTAL
Lugar de ejecucion

Las muestras de quinua fueron trasladadas al Laboratorio de Bioquimica, ubicado en el
Pabellon de Laboratorios de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, para realizar los andlisis correspondientes.

Muestra

Los campos de cultivo de quinua muestreados, estan ubicados en la jurisdiccion de los
distritos comprometidos con el trayecto del gas de Camisea (Acocro, Chiara, Acos
Vinchos) de la provincia de Huamanga, region Ayacucho - Pert. Se colectaron semillas
(1 kg) de cuatro cultivares de quinua Blanca, Roja, Negra y Amarilla en los tres distritos
(obteniéndose un total de 12 muestras), de los cuales se obtuvieron fracciones proteicas
para su caracterizacion molecular y cuantificacion.

Métodos
Procesamiento de muestras

Los granos de quinua recolectados se limpiaron manualmente y se tamizaron para
eliminar impurezas. Los granos seleccionados se almacenaron en envases herméticos
codificados. Posteriormente, se pesaron 100 g de granos limpios, se secaron en estufa
(modelo Labor Muszeripari Muvek) a 40 °C durante 24 h. Los granos secos se molieron
en un pulverizador de granos (marca Oster) hasta obtener una harina fina.

Deslipidacion

Una muestra de 0,2 g de quinua pulverizada se suspendi6 en 2,0 mL de n-hexano (relacion
1:10 p/v). Se agitd a 150 rpm en agitador orbital a 4 °C durante 24 h. Cada 4 h, se vortexed
durante 1 min. Se centrifugd a 17 000 g por 15 min a 4 °C. Se descarto el sobrenadante
(fase lipidica). El pellet se sec6 al aire en campana de extraccion durante 30 min y se uso
para las extracciones.

Extraccion de las fracciones proteicas segin Osborne*

Extraccion de albuminas: El pellet deslipidizado se resuspendio6 en 2,0 mL de tampon:
CaCl: 10 mM, MgCl. 10 mM, pH 8,0. Se vortexeo durante 10 min a 4 °C. Se agité a 130
rpm por 1 h a4 °C. Se centrifugd a 17 000 g por 30 min a 4 °C. El sobrenadante fue la
fraccion de albuminas, el cual se transfirié a tubo Eppendorf y se almacen6 a —20 °C. El
pellet se reservo.
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Extraccion de globulinas 7S: El pellet se resuspendi6é en 2,0 mL de: NaCl 0,1 M,
K>HPO.4 10 mM, pH 7,5. Se repitieron los pasos anteriores de la extraccion de albuminas.
El sobrenadante fue la fraccion 7S.

Extraccion de globulinas 11S: El pellet se resuspendié en 2,0 mL de: NaCl 1,0 M,
K:HPO+ 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5. Se repitieron los pasos anteriores. El sobrenadante
fue la fraccion 118.

Extraccion de prolaminas: el pellet se resuspendio en 1,0 mL de 2-propanol 70% (v/v)
(relacion 1:5 p/v). Se repitieron los pasos anteriores. El sobrenadante fue la fraccion de
prolaminas.

Extraccion de glutelinas: el pellet final se resuspendi6 en 1,0 mL de: Urea 7 M, tiourea
2 M, Triton X-100 1% (v/v), 2-mercaptoetanol 1% (v/v). Se repitieron los pasos
anteriores. El sobrenadante fue la fraccion de glutelinas.

Obtencion de pellet

Para concentrar las fracciones proteicas al final del proceso de extraccion, se tomaron 0,5
mL de cada sobrenadante y se transfirieron a tubos Eppendorf. Se afiadieron 1,5 mL de
acetona fria, se agito manualmente durante 1 min y se centrifugd a 17 000 g durante 15
min a 4 °C. Se descart6 cuidadosamente el sobrenadante y el pellet proteico se almaceno
a 4 °C. Finalmente, cada pellet se resuspendié en 1 000 pL de agua bidestilada
autoclavada y se almacen6 a —20 °C hasta su analisis.

Preparacion de la muestra biologica para la electroforesis

Se mezclo la proteina con el buffer de carga 4X en proporcion 3:1 en microtubos y se
sometio a ebullicion por 5 min.

Finalizado el procedimiento, se retiraron los tubos y fueron centrifugados por 10 seg a
12000 rpm. Se mantuvieron dentro de un recipiente con hielo hasta el proceso de
electroforesis.

Perfil electroforético

Las proteinas se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 % con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE)®?, utilizando un sistema de electroforesis vertical (modelo
Enduro E2010-P2). La corrida se realizo a 100 V constantes durante 1 hora.
Posteriormente, el gel se tifio con Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,1 % en solucion de
acido acético al 10 % y metanol al 40 %) durante 1 hora con agitacion suave, seguido de
destincion en la misma solucion sin colorante hasta obtener fondo claro (Figura 1)'°.
Los pesos moleculares de las bandas proteicas se estimaron por interpolacion en una curva
semilogaritmica, utilizando el marcador de referencia Promega Broad Range Protein
Molecular Weight Marker (10 a 225 kDa).
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Figura 1. Patron electroforético de la fraccion de globulinas 7s de cuatro cultivares de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) muestreados en los distritos de Chiara, Acos Vinchos y Acocro. M:
Marcador de peso molecular (kDa),

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

La cuantificacion de proteinas se realizdo mediante el método de Bradford utilizando el
colorante Coomassie Brilliant Blue G-250'°. La absorbancia se midié a 595 nm en un
espectrofotometro UV-visible (modelo Unico 1200). Previamente, se construyd una
curva de calibracion con concentraciones conocidas de seroalbumina bovina (BSA) como
proteina patrén, obteniéndose un coeficiente de correlacion lineal de R* = 0,9904. Para
cada muestra, se mezclaron 10 pL de extracto proteico con 790 pL de agua bidestilada y
200 pL del reactivo de Bradford (preparado segin protocolo estandar). Tras 5 minutos de
incubacién a temperatura ambiente, se midié la absorbancia y se determind la
concentracion de proteinas por interpolacion en la curva de calibracion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de las fracciones proteicas mediante electroforesis

En la tabla 1 se muestran las estimaciones de los pesos moleculares de albuminas de
cuatro cultivares de Chenopodium quinoa. En los cultivares Negro de Acocro y Blanco
de Acos Vinchos se observaron 12 bandas de proteinas de 5 a 121 kDay 5 a 115 kDa
respectivamente. Seguido por el cultivar Negro de Chiara con 10 bandas con rango de 5
a 117 kDa. El cultivar con menos bandas fue Amarillo de Chiara con 3 bandas de 9 a 19
kDa. La banda con mayor peso molecular se registr6 en el cultivar Rojo de Acos Vinchos
con 123 kDa. No se logrd obtener el perfil de proteinas del cultivar Blanca de Chiara, por
degradacion de proteinas en la muestra. El analisis electroforético de las fracciones de
albiumina provenientes de semillas de quinua de la variedad Amarilla, Blanca, Negra y
Roja, colectadas en tres regiones geograficas distintas, reveld perfiles proteicos
cualitativa y cuantitativamente diferentes. La variabilidad observada, manifestada en el
numero de bandas y sus pesos moleculares estimados, contradice la hipdtesis nula de un
perfil homogéneo y sugiere la influencia de factores como la variacion dentro de las
variedades y entre variedades. Ademads, la albiminas y globulinas son las principales
proteinas de almacenamiento en la quinua.'
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Tabla 1. Pesos moleculares de albuminas en cuatro cultivares comerciales de
Chenopodium quinoa Willd.

Cultivares Distritos N° de bandas Pesos moleculares estimados (kDa) Rango (kDa)
Acocro 6 108, 37,19,10,9,6 6-108
Amarillo Acps Vinchos 7 27,19,10,9,6,7,5 5-27
Chiara 3 19, 10, 9 9-19
X+ DE 5.33+£2.08
Acocro 8 120, 105, 36, 28, 19, 10,9, 6 6-120
Acos Vinchos 11 115, 106, 97, 58, 29, 25,18, 10,9, 6,5 5-115
Blanco :
Chiara - - -
X+ DE 9.5£2.12
Acocro 11 121, 105, 95, 59, 51,19, 11, 10,9, 6,5  5-121
Negro Acps Vinchos 9 114, 55, 49, 18, 14, 10,9, 6, 5 5-114
Chiara 10 117,109, 102, 60, 48, 26, 18,9, 6, 5 5-117
X+ DE 10+1
Acocro 6 26, 18,10, 8,6, 5 5-26
Rojo Acps Vinchos 6 123,20,11,9,6,5 5-123
Chiara 8 121, 101, 57, 49, 20, 12, 10, 7 7-121
X+ DE 6.67£1.15

Leyenda: X: Promedio, DE: Desviacion estandar, Rango: Rango de pesos moleculares estimados.

En la tabla 2 se presenta los pesos moleculares de globulinas 7S de cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa. En el cultivar Negro de Acos Vinchos se observd 10 bandas de
proteinas de 9 a 100 kDa. Seguido por los cultivares Amarillo y Blanco de Acocro y
Amarillo de Acos Vinchos con 9 bandas con rangos de 9 a 103 kDa, 9 a 105 kDay 9 a
104 kDa respectivamente. La banda con mayor peso molecular se registro en el cultivar
Blanco de Acocro con 105 kDa. Y la banda con el menor peso molecular fue de 9 kDa
que se observo en el 67% de las muestras.

Mu et al.!?, obtuvieron el perfil electroforético en gel de SDS-PAGE, la quinua analizada
con contenido proteico total de 14,15 + 0,28 %; en su mayoria albiminas (66 kDa) y
globulinas (55 kDa).

Tabla 2. Estimacién de pesos moleculares de globulinas 7S en cuatro cultivares
comerciales de Chenopodium quinoa Willd.

Cultivares Distritos N° bandas Pesos moleculares estimados (kDa) Rango (kDa)
Acocro 9 103, 91, 59, 52, 25, 16, 14, 10, 9 9-103
Amarillo Acps Vinchos 9 104, 89, 58, 50, 31, 24, 14, 10, 9 9-104
Chiara 7 56, 30, 23,15, 13,9,9 9-56
X+ DE 8.33+1.15
Acocro 9 105, 92, 52, 33, 25,17, 14, 10, 9 9-105
Blanco Acps Vinchos 2 57,9 9-57
Chiara 2 49, 15 15-49
X+ DE 4.3344.04
Acocro 2 10,9 9-10
Negro Acps Vinchos 10 100, 88, 57, 49, 31, 24, 16, 14, 13,9 9-100
Chiara 7 100, 87, 56, 46, 29, 23, 13 13-100
X+ DE 6.33+4.04
Acocro 1 58 58
Rojo Acps Vinchos 6 88, 53,25,15,13,9 9-88
Chiara 5 48, 25,20, 34, 26 20-48
X+ DE 4+2.65

Leyenda: X: Promedio, DE: Desviacién estindar, Rango: Rango de pesos moleculares estimados.
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En la tabla 3 se muestra el peso molecular de globulinas 11S de cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa. En el cultivar Amarillo de Chiara se observo 9 bandas de proteinas
con pesos de 11 a 75 kDa. Seguido por el cultivar Rojo de Acocro con 7 bandas de 12 a
68 kDa. El cultivar con menos bandas fue Negro de Acocro con 2 bandas y pesos entre
15 a 66 kDa. La banda con mayor peso molecular se registrd en los cultivares Amarillo
de Chiara y Negro de Acos Vinchos con 75 kDa. Y con menor peso molecular fue el
cultivar Amarillo de Chiara con 11 kDa. De las 12 muestras se logré visualizar el perfil
de proteinas de 5 cultivares (ver tabla 3), en el resto de los cultivares no se evidencio
bandas en los carriles de electroforesis.

La movilidad a través del gel puede verse afectada por el estado de la proteina como, por
ejemplo, fosforilacion y presencia de moléculas multiméricas; la migracion de las bandas
de globulina 7S y 11S dependen principalmente de la fuerza idnica de sus agentes
extractores. En el caso de las globulinas se caracterizan por ser del tipo 11S constituidas
por una masa molecular de 300-350 kDa conformadas por seis pares de polipéptidos
4cidos y basicos estabilizados por una unién disulfuro.'?

Tabla 3. Estimacion de pesos moleculares de globulinas 11S en cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa Willd.

Cultivares Distritos N° bandas Pesos moleculares estimados (kDa)  Rango (kDa)
Acocro - - -
Amarillo Acps Vinchos - - -
Chiara 9 75,64, 56,42, 33,25, 16,13, 11 11-75
X+ DE 9+0
Acocro 0 - -
Blanco Acps Vinchos 0 - -
Chiara 0 - -
X+ DE 0+0
Acocro 2 66, 15 15-66
Acos Vinchos 4 75, 66, 29, 24 24-75
Negro .
Chiara - - _
X+ DE 3+1.41
Acocro 7 68, 62,57,34,24,19, 12 12-68
Rojo Acps Vinchos - - -
Chiara 4 73, 65, 56, 24 24-73

X+ DE 5.542.12
Leyenda: X: Promedio, DE: Desviacion estandar, Rango: Rango de pesos moleculares estimados.

En la tabla 4 se muestra el peso molecular de prolaminas de cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa Willd. En los cultivares Amarillo de Chiara, Blanco y Rojo de Acos
Vinchos se observé 3 bandas de proteinas con pesos de 11 a 16 kDa, 12 a 15kDay 12 a
15 kDa respectivamente. Los cultivares que mostraron una banda fueron Amarillo de
Acocro (13 kDa), Blanco de Chiara (12 kDa), Negro de Acocro (13 kDa), Negoa de Acos
Vinchos (14 kDa) y Rojo de Acocro (13kDa). La banda con mayor peso se registro en el
cultivar Amarillo de Chiara con 16 kDa. Y con el menor peso se observo en los cultivares
Amarillo de Acos Vinchos y Chiara con 11 kDa. En el cultivar Blanco de Acocro no se
registro evidencia de bandas en el carril de electroforesis.
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Tabla 4. Estimacion de pesos moleculares de prolaminas en cuatro cultivares comerciales
de Chenopodium quinoa Willd.

Cultivares Distritos E;Ig:;o de Pesos moleculares estimados (kDa) gg;f)o
Acocro 1 13 13
Amarillo Acps Vinchos 2 13,11 11-13
Chiara 3 16, 13,11 11-16
X+ DE 2+1
Acocro - - -
Blanco Acps Vinchos 3 15,13, 12 12-15
Chiara 1 12 12
X+ DE 2+1.41
Acocro 1 13 13
Negro Acps Vinchos 1 14 14
Chiara 2 13,12 12-13
X +DE 1.33+£0.58
Acocro 1 13 13
Rojo Acps Vinchos 3 15, 13,12 12-15
Chiara 2 13,12 12-13
X + DE 2+1

Leyenda: X: Promedio, DE: Desviacion estandar, Rango: Rango de pesos moleculares estimados.

En la tabla 5 se presentan los pesos moleculares de glutelinas de cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa Willd. En el cultivar Blanco de Acocro se observo 7 bandas de
proteinas con peso molecular de 13 a 54 kDa. Seguido por el cultivar Amarillo de Chiara
con 5 bandas de proteinas de 14 a 31 kDa. El cultivar que mostrdé una banda fue el
Amarillo de Acocro (26 kDa). La banda de proteina con mayor peso molecular se registrd
en el cultivar Amarillo de Acos Vinchos con 61 kDa. Y la banda con el menor peso se
observo en el cultivar Blanco de Acocro con 13 kDa. Se logré evidenciar bandas de
proteinas en 5 cultivares (ver tabla 5), en el resto de lo cultivares no se logro registrar
bandas de la fraccion de glutelinas.

Tabla 5. Estimacion de pesos moleculares de glutelinas en cuatro cultivares comerciales
de Chenopodium quinoa Willd.

Cultivares Distritos Numero de bandas Pesos moleculares estimados (kDa) Rango (kDa)
Acocro 1 26 26
Amarillo Acgs Vinchos 4 61,57, 30, 25 25-61
Chiara 5 31, 25,18, 15,14 14-31
X+ DE 3.334+2.08
Acocro 7 54,49, 24, 18, 15, 14, 13 13-54
Acos Vinchos 3 58, 28, 25 25-58
Blanco .
Chiara - - -
X+ DE 5+2.83
Acocro 0 - -
Negro Acps Vinchos 0 - -
Chiara 0 - -
X+ DE 0+0
Acocro 0 - -
Rojo Acps Vinchos 0 - -
Chiara 0 - -
X+ DE 0+0

Leyenda: X: Promedio, DE

: Desviacion estandar, Rango: Rango de pesos moleculares estimados.
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Concentracion de fracciones proteicas

Del analisis de la figura 2, se desprende que el contenido de proteinas en cada fraccion
extraida de los cuatro cultivares de Chenopodium quinoa procedentes de los distritos de
Acocro, Acos Vinchos y Chiara, corresponde a las albiiminas con rangos de 6,56 a 19,3
(mayor el cultivar negro de Chiara); las que predominaron fueron las globulinas 7S con
un valor de 25,15 mg/mL del cultivar Rojo de Acocro; en tanto que las globulinas 11S
alcanzaron valores de 19,46 mg/dL del cultivar Rojo de Acos Vinchos; las de menor
porcentaje fueron las prolaminas con valores de 2,21 a 7,57 mg/mL; respecto a las
glutelinas oscil6 entre 7,86 mg/dL a 16,5 mg/mL. Lo que significa que existe variabilidad

en los cultivares y su procedencia®.
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Figura 2. Concentracion de proteinas (mg/mL) de 5 fracciones proteicas en cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa Willd de tres distritos.

Con el método de Osborne?, se obtuvo un alto rendimiento para las albuminas (41-50 %),
globulinas (7-11 %), prolaminas (4-6 %) y glutelinas (14-16 %) de cuatro cultivares de
quinua. Respecto al porcentaje de prolaminas y glutelinas, existe cierta discrepancia con
autores que refieren que estas fracciones estdn ausentes'>; dado que, de acuerdo a los
resultados del trabajo, si se reporta su presencia, aunque en minima proporcion. Ademas,
Mu et al.!? reporta 35 %, 37 %, 9 % y 15 % de albuminas, globulinas, prolaminas y
glutelinas respectivamente en la semilla de quinua, contradiciendo a Burrieza et al.'’,
quien tomd como muestra de evaluacidon una sola variedad de 4 paises (Ecuador, Pert,
Bolivia y Chile), siendo una muestra no representativa. S6lo en el Peru existe mas de 3
mil ecotipos, 20 variedades comerciales reconocidos por el MINAGRI y la FAO? lo que
afianza el presente trabajo de investigacion y sus respectivos reportes.
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CONCLUSIONES

Las fracciones proteicas de cuatro cultivares comerciales de Chenopodium quinoa de tres
zonas en estudio muestran variabilidad en el peso molecular predominando las albiuminas,
globulinas 7Sy 118, poca presencia de prolaminas y glutelinas. El contenido de proteinas
reveld mayor presencia de globulinas 7S con 25,15 mg/mL del cultivar Rojo de Acocro;
las globulinas 11S con 19,46 mg/dL del cultivar Rojo de Acos Vinchos; las albuminas
con rangos de 6,56 a 19,3 mg/dL (mayor en el cultivar Negro de Chiara); las fracciones
de menor porcentaje fueron las prolaminas con 2,21 a 7,57 mg/mL; las glutelinas con 7,86
mg/dL a 16,5 mg/mL. Existe variabilidad de las caracteristicas moleculares de las
fracciones de proteinas de los 12 cultivares evaluados, cada uno tiene su propio perfil
electroforético, por influencia del tipo de cultivar, zona de muestreo, tipo de suelo, entre
otros factores.
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CARACTERIZACION DE UNA PELICULA DE
QUITOSANO CONTENIENDO FTALOCIANINA DE
ALUMINIO TETRASULFONADA CLORADA (ALPCS4CL)
Y SU INTERACCION CON LA PIEL

Mitzy Cerna Alzamora?, Nancy Rojas Moran®, Julio Santiago Contreras®"

RESUMEN

La terapia fotodindmica es un tratamiento utilizado para destruir células no deseadas
(cancer, psoriasis, acné, lunares, etc.). Consiste en generar oxigeno singlete en las zonas
afectadas, conjugando la accion de un fotosensibilizador, luz y oxigeno molecular, para
provocar la muerte celular. En este trabajo se inmoviliza un fotosensibilizador, el
AlPcS4Cl, en una pelicula de quitosano y se trata de identificar si se transfiere a la piel
cuando se pone en contacto con ella. La eficiencia del fotosensibilizador es estudiada
indirectamente, viendo su efecto frente al acido tisnico. La pelicula quitosano-AIPcS4Cl
es caracterizada por espectroscopia UV-Visible y fluorescencia. La potencial
acumulacion del fotosensibilizador en la piel se estudio por MALDI-TOF-MS sobre
biopsias de piel. Se observé que el AIPcS4Cl si provoca cambios estructurales en el acido
usnico. No se detectaron trazas de fotosensibilizador en la piel de raton cuando esta estuvo
en contacto con peliculas de quitosano-AIPcS4Cl, pero si cuando se inoculd directamente
el fotosensibilizador en la piel de raton.

Palabras clave: AIPcS4Cl, Encapsulamiento de fotosensibilizador, MALDI-TOF-MS,
Espectroscopia de fluorescencia.

CHARACTERIZATION OF A CHITOSAN FILM
CONTAINING ALUMINUM PHTHALOCYANINE
TETRASULFONATE CHLORIDE (ALS4PC-CL) AND ITS
INTERACTION WITH THE SKIN

ABSTRACT

Photodynamic therapy is a treatment used to destroy unwanted cells (cancer, psoriasis,
acne, moles, etc.). It involves generating singlet oxygen in the affected areas, combining
the action of a photosensitizer, light, and molecular oxygen, to cause cell death. In this
study, a photosensitizer, AIPcS4Cl, is immobilized in a chitosan film and an attempt is
made to determine whether it transfers to the skin upon contact. The efficiency of the
photosensitizer is studied by observing its effect on usnic acid. The chitosan-AlPcS4Cl
film was characterized by UV—visible and fluorescence spectroscopic analyses. The
potential accumulation of the photosensitizer in skin was evaluated using MALDI-TOF-
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Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima-Per(.. *jsantiagoc@unmsm.edu.pe
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MS analysis of skin biopsies. It was observed that AIPcS4Cl does cause structural changes
in usnic acid. No traces of photosensitizer were detected on mouse skin when it was in
contact with chitosan-AlPcS4Cl films, but they were detected when the photosensitizer
was directly inoculated into the mouse skin.

Keywords: AIPcS4Cl, Photosensitizer encapsulation, MALDI-TOF-MS, Fluorescence
spectroscopy.

INTRODUCCION

La terapia fotodindmica (TFD) es una modalidad de tratamiento que ha sido utilizada en
el tratamiento exitoso de una serie de enfermedades y trastornos, incluidas la
degeneracion macular relacionada con la edad, la psoriasis y ciertos canceres'. El proceso
fotodindmico combina tres componentes (un fotosensibilizador (FS), luz y oxigeno
molecular) para eliminar patégenos, células o tejidos. Los tres componentes no son
toxicos cuando actian por separado?. Cuando el fotosensibilizador es irradiado con luz
de longitud de onda apropiada, absorbe energia y la transfiere al oxigeno molecular,
convirtiéndola en oxigeno singlete, una especie muy reactiva. Esta ultima especie es la
responsable de provocar una serie de reacciones sobre biomoléculas importantes,
provocando muerte celular o del microorganismo en donde se esta provocando el proceso
fotodinamico'. Este proceso fue aplicado inicialmente en la FTD del cancer a la piel, pero
en la actualidad se aplica en el tratamiento de diversas enfermedades o desordenes de la
piel. La TFD es doblemente selectiva, ya que el FS se acumula selectivamente en las
células cancerosas y, ademads, el proceso se inicia solamente con la iluminacion de la zona
afectada®’. En el caso de tratamiento de desordenes de la piel (psoriasis, acné, queratosis
actinica, leishmania cutanea, etc.) se utiliza el FS incorporado en cremas, las que se
aplican topicamente. El FS es absorbido por la piel y, al ser irradiado con luz visible, se
inicia el proceso fotodinamico y las células superficiales de la piel son eliminadas*°.

El AIPcS4Cl es un fotosensibilizador hidrofilico constituido por un anillo de ftalocianina
rodeado de cuatro grupos sulfonicos, con un atomo de aluminio en la cavidad central,
unido a un atomo de cloro, Figura 1. Este fotosensibilizador ha sido muy estudiado por
su alta afinidad por ciertos tipos de cancer (cancer de vesicula) y por su rapida eliminacion
del organismo. El AIPcS4Cl ha sido ensayado para controlar amastigotes de Leishmania
(V.) peruviana, lograndose una inhibicion del 72%°.
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Figura 1. Estructura quimica del AlPcS4Cl
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En general, la investigacion actual sobre la TFD se basa en cuatro aspectos

fundamentales:

a) Tipo de fotosensibilizador: Los FS utilizados en la TFD son generalmente derivados
de porfirina y ftalocianina, y pueden ser hidrofilicos o lipofilicos’.

b) Localizacion intracelular: El dafo celular provocado por el FS, y por ende el tipo de
muerte celular, depende de la zona en la célula donde se acumula el fotosensibilizador.
El grado de lipofilicidad de los fotosensibilizadores determina su localizacion y el tipo
de dano celular. En general, un fotosensibilizador lipofilico se acumula en la
membrana de la célula y sus organelas’ . De otro lado, los fotosensibilizadores
hidrofilicos ingresan a la célula por pinocitosis y son localizados principalmente en
lisosomas y endosomas®. También se utiliza el dcido aminolevulinico (ALA), un
precursor para la biosintesis de porfirina en el organismo’. Ya existen tres
generaciones de fotosensibilizadores y algunos de ellos ya se encuentran autorizados
por la FDA para su comercializacion!. E1 FS ideal debe tener una gran afinidad por las
células cancerosas (o las que se quieran eliminar), debe metabolizarse rapidamente de
las células normales, poseer una fuerte absorcion y un alto rendimiento cuantico para
generar oxigeno singlete!?. Por ejemplo, los FS lipofilicos se acumulan en la
membrana celular, provocando la desintegracion de la membrana celular!. Un FS a
base de tetrafenilporfirina rodeado de cuatro cadenas largas de doce atomos de
carbono, lo que le confiere una alta lipofilicidad, se acumula en la membrana celular
(modificando la permeabilidad de los canales iénicos) y en la cromatina'®!!,

¢) Nuevos vehiculos portadores del fotosensibilizador: Se han desarrollado diferentes
estrategias para mejorar la internalizacion del FS al interior de la célula que se quiere
eliminar. Por ejemplo, los FS hidrofilicos, como el AIPcS4Cl, se pueden conjugar con
péptidos, con liposomas y con nanoparticulas inorganicas para mejorar su
penetrabilidad en las células'?. Para aplicaciones no cancerosas, los FS se aplican en
forma de cremas'’. También se ha intentado inmovilizar fotosensibilizadores
(ZnPcS4) en membranas de quitosano y se demostréo que el fotosensibilizador
mantenia sus propiedades de generar oxigeno singlete!® !5,

d) Nuevas fuentes de luz y técnicas de monitoreo: Al inicio de la TFD, la fuente de luz

fue el laser, pero los FS también pueden ser activados con luz visible proveniente de
LEDs con diferentes longitudes de onda®'®. De otro lado, las técnicas de monitoreo de
la TFD aprovechan la fluorescencia de los FS que han sido absorbidos en los tejidos'”.
Recientemente se ha combinado la Tomografia de Emision de Positrones (PET) para
visualizar la accion del fotosensibilizador AIPcS4C1'®.
Cuando se aplica la TFD in vivo, generalmente se da un tiempo de 24 h para que el
fotosensibilizador se distribuya en el organismo, y luego se aplica la fuente de luz en
la zona donde se quiere generar el oxigeno singlete!. En este articulo se utilizé el
AIPcS4Cl en solucién y dentro de una pelicula de quitosano, y se puso en contacto con
piel de ratdn, para luego tratar de identificar la presencia del fotosensibilizador y su
tiempo de permanencia en la piel. Para ello se aplica la técnica de MALDI-MS sobre
una biopsia de piel. Previamente, se estudio la actividad del fotosensibilizador sobre
una solucién de &cido Gsnico, una molécula fotoprotectora bastante estable.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiales

El fotosensibilizador AlPcS4Cl (Peso molecular 895,25 g/mol) se obtuvo de Frontier
Scientific (USA). El quitosano, de viscosidad 400 mPa.s., 4cido acético glacial, etanol y
acido tsnico provinieron de Merck.

Estudio de la interaccion del acido usnico con AIP¢S4Cl1

Se preparé una solucion del fotosensibilizador AIPcS4Cl 4,7 x 10* M (0,0042 g de
AlPcS4Cl en 10 mL de agua destilada). Se tom6 5,4 mL del fotosensibilizador y se enraso
en una fiola de 25 mL con una solucion de 0,0025 g de 4cido tisnico en etanol. Se obtuvo
una solucion con 100 ppm de 4cido tsnico y AIPcS4Cl 1,02 x 10* M (Solucién 1).

Se tom6 2,5 mL de la solucidon 1 y se enrasd con etanol 78% en una fiola de 25 mL,
obteniéndose una solucién de 4cido tisnico 10 ppm y AlIPcS4Cl1 1,02 x 10 M (Solucién
2).

Se colocaron 5 mL de la solucidén 2 en 4 diferentes viales, los cuales fueron llevados a la
camara para ser irradiados con luz roja LED (A=670 nm) por diferentes tiempos (20, 22,
24 y 48 h, respectivamente). Los cambios fueron monitoreados por espectroscopia UV-
visible.

Preparacion de peliculas de Quitosano-AlPcS4Cl a diferentes concentraciones

Se prepar6 una solucion del fotosensibilizador AIPcS4Cl 5,0 x 10* M (0,0045 g
AlPcS4C1/10 mL de agua destilada), a partir de la cual se prepard una solucion de
concentracion 5,0 x 1075 M. A partir de esta nueva solucion se realizaron diluciones de
1,0; 2,0; 3,0 y 4,0 x 10° M.

De otro lado, se prepard una solucion de quitosano al 1% en CH3COOH al 1%.
Finalmente, se prepararon mezclas de solucion de quitosano y del fotosensibilizador a
diferentes concentraciones (2:1, 20 mL), respectivamente, y se trasvasaron a placas Petri,
y se secaron en estufa a 40 °C por 24 h.

Caracterizacion de las peliculas de quitosano-AlPcS4Cl

Las peliculas obtenidas fueron caracterizadas por espectroscopia UV-visible (Thermo
Scientific, HeAlos vy, simple haz, precision 1 nm, barrido de 200 a 800 nm) y fluorescencia
(Exemplar BWTek, Delaware, US, con una fuente de excitacion de 405 nm, con una
integracion de 50 ms).

Interaccion de peliculas de quitosano-AlPcS4Cl con piel de ratéon

Peliculas de Quitosano-AlPcS4Cl (la concentracion del AIPcS4Cl utilizada fue 4,0 x 1073
M), de dimensiones 1 x 1 cm, se pusieron en contacto con el lomo rasurado de un ratén.
Luego de 24 h se sacrifico al raton, se tomd una biopsia de la zona de contacto, se coloco
en formol para su preservacion y se procedio a realizar la determinacion de la presencia
de AIPcS4Cl mediante el MALDI-TOF-MS (Thermo Q Exactive HF).
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Obtencion de pieles de raton inyectadas con AIPc¢S4Cl

Se prepard una solucioén del fotosensibilizador AIPcSsCl 4,7 x 10% M (0,0042 g
AlPcS4C1/10 mL de agua destilada). Se inyectd 0,075 mL del fotosensibilizador por
inyeccion subcutanea al raton de aprox. 30g, segun el siguiente calculo:

Vinyeet (ML) = (1 mg FS/kg) x (1 mL/0.42 mg FS) x (Wrawn (kg)

Donde: FS se refiere al fotosensibilizador AIPcS4Cl.

Luego de aproximadamente 10 min, se procedio a sacrificar al raton y realizar el corte de
la piel donde se realizo la inyeccion. Finalmente, las muestras de pieles se colocaron en
formol para su preservacion y se procedid a realizar la determinacion de la presencia de
AlPcS4Cl mediante el MALDI-MS (Thermo Q Exactive HF).

Analisis de las biopsias por MALDI-MS

Para la lectura en el equipo se utilizd la matriz a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (o-
CHCA) disuelta en acetonitrilo/acido trifluoroacético 0,1% - MeOH (1:1) con
concentracion de 20 mg/mL, la cual fue aplicada mediante spray sobre la muestra y fue
leida con polaridad positiva en el rango de 200 - 2000 m/z con aceleracion de voltaje de
3,0 kV y resolucion de 30 000. Nivel RF de lente S: 70. Temperatura del capilar: 300
ocl9.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de la interaccion del acido usnico con AIPcS4Cl

La Figura 2 muestra la evolucion de los espectros UV-Visible de una solucion de acido
Gisnico 10 ppm y AlPcS4Cl 1,02 x 10 M, colocados en una cdmara e irradiados con luz
roja LED (A=670 nm) por diferentes tiempos (20, 22, 24 y 48 h). Al tiempo t=0, se
observan las bandas de absorcion del FS a 675 nm, 608 nm y 350 nm?°, y las bandas de
absorcion del 4cido tisnico a 234 y 282 nm!”. Se seleccion6 utilizar una luz LED roja, de
670 nm, para poder excitar la banda méas intensa del FS, y asi generar oxigeno singlete®.

25
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? [
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t=22h
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o
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-05

Long. de onda (nm)

Figura 2. Espectros de absorcion de solucion de acido tGsnico 10 ppm/AlPcS4CI 1,0 x 107> M. Se observa
la desaparicion de la banda a 282 nm del acido usnico.
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Con el tiempo de irradiacion se observa que la banda del acido usnico a 282 nm
desaparece. A 20 h de irradiacion ya no se observa dicha banda. En cambio, la otra banda
del 4cido Gsnico, a 232 nm, practicamente no cambi6 de intensidad. La curva obtenida a
48 h estda amplificada debido a una disminuciéon del volumen (incremento de
concentracion), sin embargo, permite ver mejor la desaparicion de la banda a 282 nm.
Hay que remarcar que de las dos bandas del acido tsnico, se ha reportado que la posicién
de la banda a 232 nm depende del solvente utilizado?!.

Se ha reportado que el 4cido tsnico no genera oxigeno singlete ni tampoco actiia como
atenuador, es decir, que tampoco reacciona con el oxigeno singlete?. Sin embargo, los
espectros UV muestran que el acido usnico sufre variaciones estructurales en presencia
del AIPcS4Cl, en las condiciones del experimento, en funcion del tiempo. Se sabe que el
oxigeno singlete reacciona principalmente con los dobles enlaces a través de reacciones
de adicion electrofilica o reacciones de tipo ene. Segun la estructura del 4cido usnico
(Figura 3), lo mas probable es que reacciones con los dobles enlaces de las posiciones 2
0 4, ya que este anillo no es aromatico?.

Figura 3. Estructura quimica del acido tisnico

Caracterizacion de peliculas de Quitosano-AlPcS4Cl

Luego de la evaporacion del solvente, de las mezclas de soluciones de quitosano y FS
descritas en la parte experimental, quedaron peliculas en las placas Petri. El color turquesa
de las mismas se muestra cada vez mas intenso en funcion del incremento de la
concentracion utilizada del FS. Se cortaron ldminas rectangulares (1 x 4 cm) (Figura 4) y
fueron adaptadas para ser medidas directamente en los espectrofotdometros UV-Visible y
de fluorescencia.

Figura 4. Peliculas de quitosano-AlPcS4Cl a diferentes concentraciones. El color se incrementa con la
concentracion del FS.

En la Figura 5, se observa el incremento de la intensidad de banda del fotosensibilizador
en con la concentracion del mismo, utilizado para la preparacion de las peliculas. La otra
banda, a 350 nm, corresponde al quitosano. A pesar de que la medicion de la absorbancia
fue en estado solido, las bandas del AIPcS4Cl aparecen en las mismas longitudes de onda
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que cuando se mide en solucion acuosa. La banda de absorcién mas intensa del AIPcS4Cl
aparece a 675 nm?>*,

12
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—_— 20105
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Figura 5. Espectros de absorcion de peliculas de Quitosano-AlPcS4Cl a diferentes concentraciones,

Los espectros de fluorescencia de las peliculas de quitosano-AlIPcS4Cl se muestran en la
Figura 6. Se observa el caracteristico desplazamiento Stokes, diferencia entre el Amax en
el espectro de absorcion (675 nm) y el de la fluorescencia (682 nm). El Jmax de
fluorescencia se incrementa con la concentracion del FS, segun lo observado en la
literatura®®*. En este trabajo, a pesar de que se midié al estado solido, el Amax de

fluorescencia sigui6 la misma tendencia, varia desde 682 nm (1 x 10> M) hasta 686 nm
(5x 10° M).
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Figura 6. Espectros de emision de peliculas de quitosano-AlPcS4Cl a diferentes concentraciones.

Deteccion de AlPcS4Cl en piel de raton

El andlisis por MALDI-MS de biopsias de piel de raton, que estuvieron en contacto con
peliculas de quitosano-AlPcS4Cl, no detect6 ninguna evidencia de presencia del FS.
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Aparentemente, no hubo ninguna transferencia del fotosensibilizador a la piel por simple
contacto entre ellos. En cambio, cuando se inyect6 directamente una solucion del FS, se
llegd a detectar la sefal del FS, pero se detectd solamente a partir de 4,7 x 10™* M. Se
podria pensar que el AIPcS4Cl podria haber salido de las biopsias cuando se dejaron en
contacto con formol, pero estas soluciones se mantuvieron incoloras durante todo el
tiempo que estuvieron en contacto con las biopsias.
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Figura 7. Cromatograma obtenido por MALDI-TOF de la biopsia de piel de raton.

La Figura 7 muestra el cromatograma obtenido por MALDI-TOF. Se observa un gran
numero de picos debido al gran nimero de biomoléculas presentes en la piel analizada.
La sefial del FS fue encontrada en la fraccion a un tiempo de retencién de 2,77 minutos.
La Figura 8 muestra el grupo de sefiales caracteristico del MALDI-MS. Se observa la
sefial del peso molecular del fotosensibilizador a 895,714 (Peso molecular del FS =
895,25 g/mol). Esta sefial se obtuvo cuando se inoculd una solucién de 4,7 x 10 M de
AIPcS4CI. Desafortunadamente, esta concentracion ya es considerada toxica. En el caso
de soluciones mas diluidas del fotosensibilizador, cabe la posibilidad de que el tiempo de
espera de 10 minutos, para la obtencion de las biopsias, haya sido suficiente para que el
AlPcS4Cl se haya distribuido por el organismo del ratén, de tal manera que la
concentracion remanente del mismo sea suficientemente diluida para no ser detectado por
MALDI-MS.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo evidencia por espectroscopia UV de que el fotosensibilizador AIPcS4Cl es
capaz de modificar estructuralmente al acido tsnico. Las espectroscopias UV-Visible y
de fluorescencia son apropiadas para caracterizar al fotosensibilizador AIPcS4Cl en el
interior de peliculas de quitosano. Se observaron las mismas sefales a las mismas
longitudes de onda que en solucion.

La técnica MALDI-TOF-MS es apropiada para detectar moléculas presentes en la piel, lo
que abre diferentes posibilidades de estudiar la permanencia o la cinética de degradacion
de diferentes farmacos. En este estudio no se detectdé ninguna traza del FS cuando
peliculas de quitosano-AlPcS4Cl estuvieron en contacto con la piel, pero si cuando se
inocul6 directamente el FS. El AlPcS4Cl fue detectado a partir de una concentracion de
4,7x 10" M.
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