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PRESENTACION

La Escuela de Ciencias Quimicas de la fFacultad de Ciencias Exactas y Natu-
rales de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, con la colaboracion
del Centro de Publicaciones, edita este octavo volumen, n° 2 de su Revista
infoANALITICA, con la participacién de profesionales de universidades
amigas que participan conjuntamente en proyectos de investigacion, investi-
gadores y estudiantes de lascarreras de Ciencias Quimicas con mencion en
Quimica Analitica y de Quimica.

En tiempo del homo sapiens (hace 250 000 afios), se consigue el dominio
sobre el fuego, que se utiliz6 como proteccién contra los predadores y per-
mitié optimizar el uso de los alimentos. La interaccion entre el manejo del
fuego, los primeros Brujos e lluminados y la quimica, llevé al desarrollo de
productos como la pélvora, producto de mezclar el salitre, el azufre y el
carbén, que, de acuerdo al Tratado de la pélvora, editado en Segovia, en el
ano 1847, provenian de los paises del este de Asia como China. El dominio
del fuego fue muy necesario para el futuro desarrollo de la metalurgia, la
ceramica, el vidrio y la mayoria de los procesos Quimicos.

El fil6sofo griego Aristoteles pensaba que las sustancias estaban formadas
por cuatros elementos: tierra, aire, agua y fuego. Paralelamente circulaba
la corriente sobre el atomismo del fildsofo griego Demdcrito de Abdera.

Entre los siglos Il a.C. y el siglo XVI d.C, la quimica estaba dominada por
la alquimia. Uno de sus objetivos mds conocido era la bisqueda de la pie-
dra filosofal, un método capaz de transformar los metales en oro.

La quimica como tal comienza a desarrollarse entre los siglos XVI y XVII.
Se estudi6 el comportamiento y propiedades de los gases, estableciéndose
técnicas de medicion. Se desarroll6 el concepto de elemento como una
sustancia que no podia descomponerse en otras.
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A partir del siglo XVIII, la quimica adquiere definitivamente las caracteris-
ticas de una ciencia experimental. Se desarrollaron métodos de medicion
cuidadosos, que permiten un mejor conocimiento de algunos fendmenos,
como el de la combustion de la materia.

El quimico ruso Dimitri lvanovich Mendeleyev desarroll6 una tabla peri6-
dica de los elementos segln el orden creciente de sus masas atomicas,
cuando llegaba a un elemento que tenia propiedades semejantes a las de
otro elemento empezaba otra columna.

A lo largo del siglo XIX, la quimica consideraba la teoria atémica de John
Dalton. Svante Arrhenius habia investigado la estructura interna de los ato-
mos proponiendo su teoria de la ionizacién. Su trabajo fue seguido por Er-
nest Rutherford, quien abrié las puertas al desarrollo de los primeros
modelos de datomos que desembocarian en el modelo atémico de Niels
Bohr.

Al finalizar la segunda guerra mundial, cambia la principal fuente de ener-
gia de carbon a petréleo, basicamente debido a la facilidad de su manejo,
ademas de poder ser transformado en innumerables subproductos, esto im-
pulsé al desarrollo de la Petroquimica.

En la actualidad, la Quimica esta presente en todas las actividades huma-
nas, impulsado una mejor calidad de vida para los seres humanos.

El gran desafio que tenemos como profesionales de la Quimica es cumplir
con la enciclica papal “Laudato Si”, una manera de hacerlo es entender y
aplicar los 12 principios de La Quimica Sostenible o Verde, enunciados por
Paul Anastas de la EPA, cuyo objetivo principal es mantener un desarrollo
sostenible y acorde con el medio ambiente, mitigando y resolviendo los
problemas ambientales generados por procesos quimicos, residuos conta-
minantes y productos desechados. Respetando asi a toda la biota en el
Gnico mundo que disponemos, la Tierra.
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Como Coordinador de la Escuela de Ciencias Quimicas, quiero dejar mi
profundo agradecimiento a las autoridades de la PUCE, por su apoyo in-
condicional en la realizacion y financiamiento de proyectos de investiga-
cion en la Escuela de Ciencias Quimicas, asi como también el permitirnos
difundir los resultados a través de esta Revista infoANALITICA. Asi también
agradecer a los investigadores de otras universidades y organismos, que han
colaborado con el desarrollo de este nimero de InfoANALITICA, por su va-
lioso aporte en este octavo volumen, n° 2.

También debo expresar mi infinita gratitud a la Dra. Lorena Meneses O.
como coordinadora del Comité Editorial de nuestra Escuela, asi como tam-
bién a sus miembros por la colaboracion brindada: Dra. Lenys Fernandez
y Dr. Julio Vinueza de la PUCE, Dra. Leadina Sanchez de la Universidad
Politécnica Salesiana, Dr. Rafael Uribe de la Escuela Politécnica Nacional,
Dra. Yolanda Lépez del Centro de Investigacion en Alimentos y Desarrollo
CIAD de México, Dra. Elizabeth Pabén de la Universidad Nacional de Co-
lombia, Dra. Maria Luisa Valenzuela de la Universidad Auténoma de Chile,
Dr. Franklin Méndez de la Universidad Nacional Autbnoma de México,
Dra. Tatiana Garrido de la Universidad de Chile y Dr. José Luis Paz de la
Universidad Simén Bolivar de Venezuela.

Estoy seguro que este aporte cientifico redundara en futuras investigaciones

que contribuyan y mejoren el conocimiento y las practicas educativas e in-
centiven la experiencia de esta encantadora ciencia [lamada Quimica.

Dr. José Luis Pifieiros Mendoza
Coordinador de la Escuela de Ciencias Quimicas
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EDITORIAL

La Revista infoANALITICA, en su volumen 8 nimero 2, presenta importantes
novedades de contenido. La pandemia no nos ha detenido, al contrario, nos
ha fortalecido para continuar con el proceso editorial de nuestra Revista, con
el aporte de investigadores de la PUCE, de otras Universidades del Ecuador y
de varias Universidades y Centros de Investigacion internacionales, lo que le
ha dado un caracter muy innovador al presente nimero de la Revista.

El cumplimiento de rigurosas caracteristicas de calidad de una revista electr6-
nica, de acuerdo con los requerimientos internacionales que deben cumplir las
publicaciones cientificas de acceso abierto, ha permitido que ya estemos in-
dexados en Latindex, DOAJ, PKP, AmeliCA y Dialnet Plus, y en las bases de
datos Academia y Google Scholar. Seguimos aunando esfuerzos para que la
Revista infoANALITICA sea reconocida a nivel nacional e internacional como

un portal de difusion de las ciencias quimicas.

En este nimero nuevamente hemos incluido la seccion de Articulos de revision,
ademas de las tradicionales secciones de Articulos cientificos y de Notas cien-
tificas.

En el presente nimero, se ha publicado un articulo de revisién sobre nanotec-
nologia aplicada a materiales refractarios. En la seccion de articulos cientificos
se presenta cual seria el origen y la posible manera de transmision del virus
Sars-Cov-2; los efectos del acoplamiento intramolecular en respuestas 6pticas;
la elucidacién estructural de los metabolitos secundarios de Picramnia de la
provincia de Napo; el monitoreo del proceso de digestion de desechos de un
centro de faenamiento; el uso de funciones de Gumbel en termogramas de ana-
lisis térmico diferencial; el uso como floculante de quitina obtenida de cama-
ron; el uso etnobotanico de Monnina crassifolia de la provincia de Imbabura;
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la adsorcién de triazinas por medio de quitosana obtenida de camarén; el ana-
lisis del exudado del arbol de Algarrobo y la cuantificacion de plomo en cer-

veza artesanal mediante métodos electroquimicos.

Invitamos a nuestros lectores a explorar este nimero de la revista, donde en-
contraran informacion de actualidad y relevancia cientifica.

Dra. Lorena Meneses Olmedo
Editora
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NANOTECNOLOGIA APLICADA
EN MATERIALES REFRACTARIOS:
UNA REVISION

NANOTECHNOLOGY APPLIED IN REFRACTORY MATERIALS:
A REVIEW

Marco Vinicio Carrién V. '* & Fernanda Pilaquinga F. '

Recibido: 19 de marzo 2020 / Aceptado: 2 de junio 2020/
Publicado en linea: 8 de junio de 2020
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Palabras claves: materiales refractarios, nanomateriales, grafeno, titanio,
oxido férrico, magnesia, zirconia, silice y alimina
Keywords: refractory materials, nanomaterials, graphene, titanium,
ferric oxide, magnesia, zirconia, alumina, silica

RESUMEN

Los materiales refractarios son de gran importancia para la humanidad, debido
a su capacidad de resistir altas temperaturas. Son empleados en la industria del
cemento, ceramica, vidrio, metalurgica, sidertrgica y petroquimica. La mayor
preocupacion a nivel industrial es que los materiales refractarios son sometidos
a varios mecanismos de desgaste durante el proceso de produccion, tales como:

1 Universidad Internacional SEK, Maestria en Disefio Industrial y Procesos, Quito, Ecuador (*correspon-
dencia: mvcarrion.mdin@uisek.edu.ec; maria.pilaquinga@uisek.edu.ec)

2 Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Escuela de Cien-
cias Quimicas, Quito, Ecuador (mfpilaquingaf@puce.edu.ec)
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ataque quimico, mecanico, termomecdnico y carga térmica. Si el material no
cuenta con las propiedades adecuadas, su durabilidad se verd afectada, y por
ende los costos de produccién. En este sentido la combinacién de los nano-
materiales, se convierte en una importante alternativa para mejorar las propie-
dades de los materiales refractarios, proporciondndoles mejor densidad, baja
porosidad, resistencia a la erosién, baja conductividad térmica, entre otras. El
presente articulo realiza una revisién de varios trabajos de investigacion, acerca
de la evolucion de los nanomateriales aplicados a los materiales refractarios,
entre los que se mencionan el uso de grafeno, diéxido de titanio, éxido férrico,
magnesia, zirconia, alimina y silice, para mejorar las propiedades fisicas de
los materiales refractarios. De manera general, los estudios demuestran que el
uso de los nanomateriales, provee a los materiales refractarios mejores propie-
dades, en rangos de concentracion especificos. Sin embargo, todos los estudios
han sido realizados a nivel de laboratorio, por lo que seria promisorio su uso a
nivel industrial.

ABSTRACT

Refractory materials are of great importance for humanity, due to their ability
to resist high temperatures. They are used in cement, ceramics, glass, metallur-
gical, steelmaker, and petrochemical industry. The biggest concern at the in-
dustrial level is that the refractory materials are subjected to various wear
mechanisms during the production process, such as chemical, mechanical,
thermomechanical, and thermal loading. If the material does not have the pro-
perties, its durability will be affected, and therefore the production costs. In this
way the combination of the nanomaterials, becomes an important alternative
to improve the properties of the refractory materials providing them with a better
density, low porosity, resistance to erosion, low thermal conductivity, among
others. The present article makes a review of several research papers about the
evolution of the nanomaterials applied on the refractories, including the use of
graphene, titanium dioxide, ferric oxide, magnesia, zirconia, alumina, and si-
lica, to improve the physical properties of the refractory materials. In general,
studies showed that the use of nanomaterials provides to the refractories better
properties, in a specific concentration ranges. However, all the studies have
been carried out at the laboratory level so their use at the industrial level would
be promising.
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NANOTECNOLOGIA APLICADA EN MATERIALES REFRACTARIOS:

UNA REVISION
Carrion & Pilaquinga, 2145

INTRODUCCION

Los materiales refractarios son am-
pliamente utilizados, y en grandes
volimenes en las industrias del ace-
ro, aluminio, cemento, vidrio, side-
rargica y petroquimica (Dehsheikh,
Ghasemi-Kahrizsangi, Karamian, &
Nemati, 2019). La busqueda para
mejorar las propiedades mecanicas
de los materiales refractarios, rela-
cionada con los costos de produc-
cion, ha visto en la nanotecnologia
una alternativa. La nanotecnologia es
considerada como la principal ini-
ciativa tecnolégica a nivel industrial
(Al-Nemrawi, AbuAlSamen, & Alzou-
bi, 2019). La nanotecnologia permite
obtener nuevos materiales con mayor
rendimiento y durabilidad (Alivisatos,
1996). Los nanomateriales inorga-
nicos se presentan con mayor interés,
como materia prima de nuevos ma-
teriales (Chandra, Kumari, Bontempi,
& Yadav, 2020; Jamkhande, Ghule,
Bamer, & Kalaskar, 2019). Es por ello
que en presente estudio, se analizan
investigaciones recientes respecto al
uso de diferentes nanomateriales, pa-
ra mejorar las propiedades meca-
nicas de los materiales refractarios,
empleados a nivel industrial.

Los materiales refractarios se definen
como compuestos inorganicos “no
metalicos”, que pueden soportar am-
bientes de trabajo con temperaturas
superiores a los 538 °C, sin sufrir al-
teraciones en sus propiedades fisicas
o quimicas (Roy, Chandra, & Maitra,
2019). Este tipo de materiales, quimi-
camente inertes, presentan un ele-
vado punto de fusion debido a las
fuertes interacciones de sus enlaces
ionicos y covalentes. Sin embargo,
son fragiles a temperatura ambiente y
presentan una baja resistencia a la
tension (Hancock, Homfray, Porton,
Todd, & Wynne, 2018). La industria
del acero, hierro, cemento, y vidrio
emplea el uso de refractarios como
parte importante en el recubrimiento
de reactores, su estructura es policris-
talina y sus propiedades dependen de
su microestructura (Moreno, 2008).
Los materiales refractarios tienen una
composicion definida, se clasifican
como: refractarios de arcilla, silice,
basicos y especiales. En laTabla 1, se
presenta la composicion quimica de
diferentes materiales refractarios co-
merciales (William D. Callister,
2002).
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El comportamiento de los materiales
refractarios depende principalmente
de su composicion y su uso puede
variar dependiendo de la necesidad
industrial. Los sectores industriales
donde se emplea los materiales re-
fractarios son (Gueto, 2010):

e Cemento: hornos rotativos, inter-
cambiadores de calor y enfria-
dores.

e Ceramica: hornos tinel y de ca-
mara

e Vidrio: hornos de fusién y temple,
y bafnos de estano.

* Acero: hornos eléctricos, desgasi-
ficacion y laminacién.

* Metaldrgica: hornos de fusion de
cobre y aluminio, y torres fusoras.

e Siderdrgica: altos hornos, estufas,
baterias de horno cok y mezclador
de arrabio.

e Petroquimica: Hornos de nafta y
cracking.

Es evidente que gran parte de los ma-
teriales refractarios son utilizados
como revestimiento de hornos, ya
que permiten mantener las tempera-
turas de operacién estables. El sector
industrial que mas emplea materiales
refractarios, es la siderdrgica con un
60 %. La elevada demanda de este
tipo de materiales, ha generado una
rapida evolucién en los Gltimos afios,
debido a las exigencias impuestas
por los nuevos procesos industriales,
que han provocado un mayor control
de materias primas, mejoramiento en
los procesos fabricacién e investiga-
ciones en las propiedades fisicoqui-
micas de los materiales (Fu, Gu,
Huang, Zhang, & Wu, 2020).

Tabla 1. Composicion de refractarios comerciales (William D. Callister, 2002)

Tipos de refractario

Composicion (%p/p)

Ti02 F6203 MgO Si02 A|203 CaO CI'203
Arcilla refractaria 1-2 0-1 0-1 70-50  25-45 0-1
Arcilla refractaria con alto 90-50
contenido de alumina 1-4 0-1 0-1 10-45 0-1
Periclasa 3 90 3 1 2,5 0.3
Silice 0.6 96,3 0.2 2,2
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El uso de la nanotecnologia aplicada
a los materiales refractarios, inicio en
el afo 1999 (Khoroshavin & Perepe-
litsyn, 1999). La evolucion histérica
de las publicaciones referentes al de-
sarrollo de los nanomateriales en
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aplicaciones refractarias, revela una
tendencia creciente en el tiempo, ob-
tenida de la pagina Web of Science
(WoS), tal como se muestran en la Fi-
gural.

Figura 1. Evolucidn histérica de publicaciones de nanomateriales en refractarios

(WoS, Clarivative Analytics)

Desde otra dptica, el estudio de ma-
teriales refractarios evidencia que los
paises asiaticos lideran el desarrollo
de los nanomateriales en este campo,
y llama la atencién la minima parti-
cipacion de paises como: ltalia, Rei-
no Unido, y, Estados Unidos, como
se muestra en la Figura 2.

Los diferentes autores utilizan un na-
nomaterial especifico, para mejorar
las propiedades de un material re-

fractario base, generalmente com-
puesto por 6xido de magnesio o tam-
bién conocido como magnesia
(MgO), diéxido de silicio o silice
(Si0,), y oxido de aluminio o ald-
mina (Al,O;). Los nanomateriales
que generalmente se usan para me-
jorar las propiedades de los mate-
riales refractarios son: nanoparticulas
de grafeno, diéxido de titanio, 6xido
férrico, magnesia, zirconia, alimina
y silice.
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Figura 2. Articulos cientificos publicados por pais

Grafeno

El grafeno es un material constituido
por pequefias particulas de carbono,
agrupadas en forma de laminas muy
finas que forman celdas hexagonales
(Pham et al., 2020). En la Figura 3,
se observa la disposicién espacial de
los atomos de grafeno.

Este material es Unico, ya que cada
atomo de carbono estd unido a otro
por medio de una nube electrénica.
El grafeno, se obtiene de una fuente
natural, como es el grafito, empleado
en industrias tales como la: automo-
triz, telefénica, aerondutica, informa-
tica, entre otras (X. Li & Zhi, 2018;
Pham et al., 2020; Wu et al., 2020).

Figura 3. Disposicion espacial del grafeno
(Tiwari, Sahoo, NannanWang, & Huczko, 2020)
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El grafeno presenta una elevada drea
en relacion a su volumen (Al-Nem-
rawi et al., 2019). El grafeno pristino,
tiene un area de 2630 m%/g, el gra-
feno negro de humo 850-900 vy los
nanotubos de carbono 100-1000
m?/g respectivamente.

El grafeno en combinacién con ma-
teriales refractarios, mejora su tena-
cidad y resistencia (Garcia, 2016).

= 3308V
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Nanoparticulas de diéxido de Titanio
(TiO2)

El diéxido de titanio (TiO,) es un mi-
neral natural que se puede encontrar
en forma de rutilo, anatasa y brookita
(Figura 4). Cuando las estructuras de
la anatasa y la brookita son sometidas
a calor, éstas se convierten en rutilo,
que es una estructura mas estable a
un rango mas amplio de temperatu-
ras.

Rutile

Eg=3.05eV
o= 4.250 gfem?
a=4593 4 o

o7 c=2950A @o

2= 2801 giem? @o

a=37844
c=3 5158

Brookite
Ti-0,d,y = 1 9895, d,, = 1934 A,

)j 01-.02= 25804
: _,:___;";, 02-.03=304A
< 03-.04=247A
@i
@o

Figura 4. Minerales de TiO,
(Nyamukamba, Okoh, Mungondori, Taziwa, & Zinya, 2018)
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El TiO, presenta propiedades eleva-
das de indice de refraccion, no es fo-
todegradable, es
inerte y presenta estabilidad térmica
(H. Kim et al., 2019). El rutilo, por
ejemplo, tiene un indice de refrac-
cién de 2, 6 a 2,8; punto de fusién de
1825 °C y punto de ebulliciéon de
2500 a 3000 °C. Las nanoparticulas
de TiO2 aprovechan y repotencian las

quimicamente

propiedades del material macro. Su
propiedad fotocatalitica se emplea en
celdas solares, semiconductores, tra-
tamiento de aguas contaminadas,
etc. (Thakur, Kumar, & Kumar, 2019).

Nanoparticulas de o6xido férrico
(Fe,0O5)

Las nanoparticulas de 6xido férrico
(Fe,O3), presentan interesantes pro-

piedades magnéticas (Al-Nemrawi et
al., 2019; Bouafia & Laouini, 2020).
Presentan tamanos menores a 100
nm y una forma esférica, ademads de
una elevada capacidad de reaccién
por intercambio iénico, adsorcion o
precipitacién iénica. En la Figura 5,
se muestra el nidcleo de una nano-
particula de hierro. Se puede obser-
var que el ndcleo, presenta hierro
con valencia cero, mientras que en la
superficie tiene iones de diferente nu-
mero de oxidacion. Las nanoparti-
culas de
refractarios, mejoran la dureza, resis-
tencia térmica y eléctrica (X. Q. Li,
Elliott, & Zhang, 2006).

Fe,O, en materiales

Figura 5. Nanoparticulas de hierro
(X. Q. Li et al., 2006)
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En la Figura 6, se puede apreciar la
imgen obtenida de un microscopio
de transmision electrénica (TEM, por
sus siglas en inglés) de las nanoparti-
culas de Fe,O;.

Figura 6. Imagen TEM
de nanoparticulas de Fe,03

(Menon et al., 2017)

Nanoparticulas de magnesia (MgO)
Los materiales de magnesia conven-
cionales poseen muy buenas propie-
dades refractarias, tales como alta
resistencia a la compresion en frio
(400-800 kg/cm?) y a temperatura
elevada (1500 °C, bajo carga de
2 kg/cm?), y alta resistencia al ataque
en medio basico (Alvarez, Criado, &
Baudin, 1992).

Las nanoparticulas de 6xido de mag-
nesio (MgO) tienen tamano entre 50-
70 nm (Bhattacharya, Swain, Giri, &
Neogi, 2019). Se pueden emplear en
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electrénica, catélisis, ceramica, pro-
ductos petroquimicos, recubrimien-
tos y muchos otros campos (Zou et
al., 2014).

En la Figura 7, se puede apreciar la
imagen TEM de nanoparticulas de
zinc con nanoparticulas de 6xido de
magnesio como refractario.

Figura 7. Material refractario de
nanoparticulas de zinc con MgO
(Ghasemi-Kahrizsangi, Barati Sedeh,
Gheisari Dehsheikh, Shahraki,

& Farooghi, 2016)

Nanoparticulas de zirconia (ZrO,)

El 6xido de zirconio o zirconia
(ZrO,), es un material con diferentes
estructuras cristalinas dependiendo
de la temperatura, esto quiere decir
que es polimdrfico (Zakaria et al.,
2019). La zirconia, es de elevada
resistencia mecdnica y a la fractura-
cion (Serve, Boreave, Cartoixa, Pajot,
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& Vernoux, 2019). Ademads, presenta
elevada resistencia a la corrosion, ex-
celentes propiedades eléctricas, es
quimicamente inerte y gran estabili-
dad térmica (Roberts, Dodson, Car-
pinone, & Hagelin-Weaver, 2015;
Sigwadi, Mokrani, & Dhlamini, 2019).
En la Figura 8, se muestra las estruc-
turas cristalinas que del ZrO,: mono-
clinica, tetragonal y cibica.

a) b) C)

Figura 8. Estructuras del ZnO, a) mono-
clinica, b) tetragonal y ¢) cibica
(Andrade-Guel, Cabello-Alvarado, &
Avila-Orta, 2019)

La estructura monoclinica del ZnO,
es generada a la temperatura ambien-
tal hasta los 1170 °C, la tetragonal se
obtiene en el rango de 1170-2370 °C
y la cibica a temperaturas de 2650 °C.
Muchos materiales ceramicos estan
basados en el ZnO,, ya que beneficia
las propiedades de dureza, térmicas
y quimicas (Efaw et al., 2020).

Nanoparticulas de alimina (Al,O;)

Las nanoparticulas de 6xido de alu-
minio o aldmina (Al,O3), son consi-
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deradas como un material prome-
tedor para el desarrollo de nuevas es-
tructuras a nivel industrial (B. Kim,
Song, Kim, Hwang, & Park, 2019).
Este nanomaterial presenta algunas
ventajas como: elevada resistencia y
dureza, alto punto de fusion, resisten-
cia a la corrosién y capacidad aislan-
te (Sezavar, Zebarjad, & Sajjadi, 2015).
La estabilidad mecanica de la ald-
mina es un factor importante para el
desarrollo de nuevas estructuras, ya
que proporciona alta compactibili-
dad y resistencia a la contraccion
(Khalilpourazary & Salehi, 2019). Los
materiales que se usan como soporte
para las nanoparticulas Al,O3, mejo-
ran la estabilidad térmica, reducen su
desgaste y aumentan el nivel de ais-
lamiento térmico. (Khalilpourazary &
Salehi, 2019). En la Figura 9, se
puede observar la imagen TEM de las
nanoparticulas de Al,Os.

Este tipo de nanoparticulas han lla-
mado la atencion de los cientificos
debido a sus prometedoras propieda-
des fisicas y quimicas, resaltando su
biocompatibilidad, resistencia meca-
nica, estabilidad quimica y su versa-
tilidad para ser sintetizadas (Zamani,
Jafari, Mousavii, & Darezereshki,
2020).




Figura 9. Imagen TEM de las nanoparti-
culas de Al,03 (Khalilpourazary & Salehi,
2019)

Nanoparticulas de silice (SiO,)

Estos nanomateriales se caracterizan
por tener un soporte de silice con
poros entre un rango de tamano de 2
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a 50 nm, generando una superficie
externa y otra al interior de los poros,
de alli su versatilidad para ser utili-
zada en el campo de la biotecnologia
y la ciencia de materiales (Morales,
Castan, Ortega, & Ruiz, 2019). A
continuacion, en la Figura 10, se pre-
senta la estructura y una micrografia
de las nanoparticulas de silice meso-
porosa.

Figura 10. Nanoparticulas
de silice mesoporosa

(Morales et al., 2019)

RESULTADOS

Los resultados de los estudios rea-
lizados, conducen a una tendencia
creciente del uso de nanoparticulas
en materiales refractarios. En su ana-
lisis, se corroboran las diferencias de
comportamiento a nivel macro y na-

nométrico. En la Tabla 2, se muestran
los diferentes tipos de nanomateriales
que se han empleado en materiales
refractarios, para mejorar diferentes
propiedades fisicas, mecanicas, tér-
micas o termomecanicas.
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Tabla 2. Nanomateriales empleados en materiales refractarios
Tipo de Matriz Propiedad mejorada  Limitacién Referencias
nanoparticula
Grafeno MgO-C Refractariedad (Bag, Adak,
& Sarkar, 2012)
Dispersabilidad (Wang et al., 2014)
Resistencia a la (W. Kim, Oh,
oxidacion & Shon, 2015)
(Kumar, Singh,
& Datta, 2017)
Moldeabilidad (Liu, Yan, Reece,
& Jiang, 2012)
TiO, MgO-C Resistencia a la (Aneziris, Hubdlkova,
oxidacion & Barabds, 2007)
(Manivasakan et al.,
2010)
SiO, Densidad aparente
Expansiéon térmica (Carlucci et al., 2015)
reversible
Fe,O3 Mg-Cr Sinterizado (Azhari, Golestani-
Fard, & Sarpoolaky,
2009)
Al,O3 AlL,O5-C Esfuerzo mecdnico (Roungos & Aneziris, 2012)
Resistencia choque (Ghasemi-Kahrizsangi,
térmico Gheisari Dehsheikh,
Karamian, Ghasemi-
Kahrizsangi, & Vahid
Hosseini, 2017)
Bauxita Cristalizacion Reduce
la densidad
aparente

Coloides a base
de A|203 Y S|02

Secado rdpido
Sinterizado

Estabilidad volumétrica

Aglomeracion
Esfuerzo mecdnico
Refractariedad

(Nouri-Khezrabad,
Braulio Pandolfelli,
Golestani-Fard,
& Rezaie, 2013)

Respecto al uso de grafeno, Bag et al.
(2012), desarrollaron el estudio del
comportamiento de los refractarios
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de magnesia carb6n MgO-C, en pre-
sencia de nanoparticulas de grafeno.
Encontraron que su adicion permite




reducir la oxidacién del carbono de
la matriz refractaria, lo que a su vez
se refleja en un mejor aislamiento tér-
mico del proceso metaltrgico (meta-
lurgia primaria en horno de arco
eléctrico, metalurgia secundaria en
horno cuchara), reduciendo las pérdi-
das de calor en el metal liquido, vy, fi-
nalmente, favoreciendo a la reduc-
cion del consumo de energia eléctri-
ca, que representa alrededor del 28 %
de los costos de transformacion del
acero y el 56 % en su balance ener-
gético.

Las nanoparticulas de grafeno (Wang
et al., 2014) presentan una alta dis-
persabilidad en la matriz cerdmica de
los refractarios de alimina, y, a su
vez, aceleran la formacién de las ra-
mificaciones del cristal cerdmico.

Kim et al. (2015), en su investigacién
acerca de como mejorar la resisten-
cia a la oxidacién de un refractario
de magnesia carb6n MgO-C, deter-
minaron que al lograr inhibir o redu-
cir la oxidacién del carbono, se
podia reducir la velocidad de oxi-
dacion del material refractario en ge-
neral. Para este proceso emplearon
un recubrimiento de nanoparticulas
de grafeno. La funcion del recubri-
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miento con grafeno, es su reaccion
con el oxigeno y asi evitar la oxida-
cién del carbono presente en el ma-
terial refractario. En la Figura 11, se
muestran imagenes comparativas
entre los grados de oxidacién de un
refractario MgO-C sin recubrimiento
(a), y con recubrimiento de grafeno

(b).

Figura 11. Material refractario de MgO-C
sin particulas de grafeno (ay b), y
con particulas de recubrimiento (b y d)
(E. H. Kim, Cho, Lim, Byeun, & Jung,

2015)

Adicionalmente, respecto a las nano-
particulas de grafeno, se ha desarro-
[lado un estudio para mejorar las
propiedades de moldeabilidad de los
concretos monoliticos, debido a este
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nanomaterial puede humectarse en
agua (Kumar et al., 2017). En la Fi-
gura 12, se muestran los de humec-
tabilidad del grafeno a diferentes
concentraciones. Liu et al. (2012);
respecto al uso del grafeno en mate-
riales refractarios, determinaron que
este nanomaterial presenta excelente
dispersion en la matriz cerdmica, vy,
ademas, no presenta dafios al ser so-
metido a la temperatura de sinteri-
zacion.

Figura 12. Grafito natural (a),
10% grafeno (b) y 15% grafeno (c)

(Kumar et al., 2017)

Al analizar el uso de nanoparticulas
de TiO,, Aneziris et al. (2007), desa-
rrollaron un trabajo de investigacion
acerca de la influencia en la microes-
tructura en ladrillos refractarios de
magnesia y carbon (MgO-C), modifi-
cado con particulas de TiO,. Su prin-
cipal aporte fue la mejora en la
resistencia a la oxidacion. Ademas,
determinaron que a medida que dis-
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minuye el tamafio a nanoparticula de
TiO,, esta propiedad mejora signifi-
cativamente. En la Figura 13, se
muestra un ladrillo refractario de
MgO-C con nanoparticulas de TiO,
(A) y sin nanoparticulas (B).

Figura 13. Ladrillo refractario de MgO-C
(a) con nanoparticulas de TiO,
y (b) sin nanoparticulas

Aneziris et al., 2007)

Manivasakan y Venkatachalaman
(2010), emplearon nanoparticulas de
TiO, a partir de mineral ilmenita pro-
veniente de la India, y las aplicaron
en ladrillos refractarios de silice, ob-
teniendo como resultado principal
una mejora en la densidad aparente,
lo cual incide directamente en la re-
versibilidad de su expansion térmica.
En la Tabla 3, se muestran la varia-
cion de las propiedades con la apli-
cacion de las nanoparticulas de TiO,,
sobre un ladrillo refractario de silice.




Tabla 3. Propiedades con/sin nano TiO,
(Manivasakan y Venkatachalaman,

2010)

Pardmetro Ladrillo de silice

Sin nano TiO, Con nano TiO,
Densidad
aparente 1,80 +/-0,10 1,92 +/- 0,01
(Kg/m?)
Expansion
férmica 1,35 +/-0,01 1,15 +/-0,01
reversible
a 1000 °C

Carlucci et al. (2015) aportaron al es-
tudio del efecto del TiO, en la matriz

A== . 500 micron

sugregate

——
20.micron
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refractaria de silice, indicando que
disminuye la porosidad del material.
En la Figura 14, se muestran cuatro
micrografias obtenida por microsco-
pia electrénica de barrido (SEM, por
sus siglas en inglés), donde se pueden
apreciar las diferencias entre el ma-
terial sin nanoparticulas de TiO, que
presenta porosidades y grietas (A 'y
C), y el material modificado (B y D),
a diferentes escalas de medida (500
y 200 pym respectivamente).

Figura 14. Micrografias SEM de un material refractario
de silice (a y b) sin particulas y con particulas de TiO, (b y c).

(Carlucci et al., 2015)

Usando nanoparticulas de Fe,O;, Az-
hari et al. (2009) estudiaron el efecto
de la inclusién de nanoparticulas de
oxidos de hierro en la microestruc-

tura de una matriz de ladrillos refrac-
tarios magnesia-cromo Mg-Cr. El es-
tudio encontré que la presencia de
nanoparticulas de o6xido férrico

35




InfoANALITICA 8(2)
Julio 2020

(Fe,03), favorece a la formacién de
espinela
(MgAl,O,) a bajas temperaturas, me-
jorando el proceso de sinterizado de

magnesio ferritica

la matriz del material refractario.

Por otro lado, al emplear nanoparticu-
las de MgO, Braulio et al. (2008), es-
tudiaron  los  mecanismos  de
expansion de la espinela de magnesia
(MgAl,O,) en un cuerpo refractario, a
través de la adicion de nanoparticulas
de MgO, con el objetivo de: anticipar
la temperatura de reaccién que da ini-
cio a la formacion de la espinela, y a
la vez reducir su expansién, brin-
dando mejores caracteristicas térmi-
cas al material. La adicién de las nano-
particulas de MgO debe ser maximo
del 3 % en peso, debido a que en ma-
yores cantidades no se encuentran be-
neficios en términos del control de la
expansion de la espinela.

Al utilizar nanoparticulas de ZrO,,
Chen et al. (2007) realizaron un estu-
dio de las propiedades de una matriz
refractaria de magnesia calcita MgO-
CaO sinterizando polvos de zirconita
ZrO, a 1600 °C. El estudio evidencio
un notable incremento en la densifi-
cacion de la matriz MgO-CaO,
cuando el tamano de las particulas
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de ZrO, fue llevado a escala nano.
En la Figura 15, se muestra una com-
paracion entre el peso de ZrO, (%) vs
la densidad aparente y el porcentaje
de porosidad. Claramente se puede
observar que la densidad aparente se
incrementa con el porcentaje en peso
de ZrO,, mientras que la porosidad
tiene un comportamiento inverso,
siendo mayor el efecto cuando el ta-
mano de la particula es a escala
nano.

Con nanoparticulas de aldmina
Al,O3, Roungos y Aneziris (2012) es-
tudiaron el comportamiento de las
nanoparticulas de polvo de alimina,
espinela y carb6én en una matriz
refractaria de aldmina y carbdn
Al,O;-C, y determinaron que existe
una mejora en el esfuerzo mecéanico
tanto a temperatura ambiente como
a 1400 °C (temperatura de trabajo),
asi como también en la resistencia al
choque térmico.

Ghasemi et al. (2017), en su estudio
referente al efecto de las nanopar-
ticulas de Al,Os, al ser incorporadas
en un concreto de bajo cemento de
matriz bauxitica, modifican sus pro-
piedades fisicas y mecanicas. Deter-
minaron que la adicion de las nano-
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Bulk density (g/cm?)

—m— Micro-size
—0o— Nano-size

=
Apparent porosity (%)

ZrO, (mass%)

Figura 15. Porcentaje (%p/p) de ZrO, vs densidad aparente y porosidad
(Chen, Lu, & Yu, 2007)

particulas de Al,O5 en cantidades in-
feriores a 1 % en peso, favorecen la
formacion de compuestos cristalinos
planos y tipo aguja, que se incrustan
en los limites de grano de las particu-
las de bauxita, mejorando sus propie-
dades como aislante térmico, asi
como, su resistencia mecanica. Sin
embargo, el efecto negativo se vio en
la reduccién de la densidad aparente
del material.

Finalmente, Khezrabad et al. (2013),
estudiaron el uso de la alimina vy si-
lica nanométrica coloidal, como ele-

mentos ligantes en reemplazo del ce-
mento calcio aluminato. Luego de la
investigacion se llegd a determinar
que el uso de los coloides de silica 'y
alumina mejoran propiedaes como:
secado rapido, alta sinterabilidad, es-
tabilidad volumétrica, aglomeracion,
esfuerzo mecanico, y propiedades
termomecanicas a altas temperaturas.
En la Figura 16, se muestran ejemplos
de los perfiles de erosién de muestras
refractarias con: cemento calcio alu-
minato, aliimina hidratable, nanosi-
lica coloidal y nanoalimina coloidal.
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Figura 16. Erosidon de cemento calcio aluminato
sin nanoparticulas coloidales (a y b) y con nanoparticulas de silice y alimina (c y d)
(Ghasemi-Kahrizsangi et al., 2017).
Se puede observar que las muesiras con suspensiones nanocoloidales
presentan una menor erosién.

CONCLUSION

El uso de nanomateriales para mejo-
rar las propiedades fisicas, mecani-
cas, térmicas y termomecanicas de
los materiales refractarios, se ha po-
dido notar en el resultado de las in-
vestigaciones analizadas. Es importan-
te considerar la proporciéon de la
mezcla del material y nanomaterial,
ya que cuando se superan los valores

Iimites, algunas de las propiedades se
ven afectadas y por lo tanto las carac-
teristicas del material final. Todos los
estudios han sido llevados a cabo a
nivel de laboratorio, y seria un gran
aporte para la industria, que se tome
como base el desarrollo de las publi-
caciones cientificas.
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RESUMEN

A finales del aflo pasado se reportaron casos de pacientes con neumonia atipica
en Wuhan, Provincia de Hubei, China. La mayoria de pacientes iniciales tra-
bajaban, vivian o eran consumidores de productos del mercado mayorista de
mariscos, lo que sugirié un posible contagio de un patégeno de origen animal
al ser humano. Posteriormente, se determiné que el responsable fue un coro-
navirus, que se llam6 SARS-CoV-2, cuya rapida propagacion produjo la pan-
demia de la enfermedad coronavirus disease 19 (COVID-19). La enfermedad
es actualmente motivo de preocupacion e intensa investigacion a nivel mundial.
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Se han postulado teorias sobre el origen del coronavirus, siendo la mas acep-
tada que el virus proviene del pangolin malayo. Con la finalidad de reforzar
esta teoria, en la presente investigacion, a partir de secuencias nucleotidicas
de dominio publico, se seleccionaron fragmentos de secuencias nucleotidicas
que codifican para la espicula glicoprotéica superficial de coronavirus en al-
gunos organismos hospederos infectados por diferentes cepas de coronavirus
incluyendo el SARS-CoV-2. De la filogenia y andlisis de secuencias de amino
acidos de la espicula glicoprotéica del coronavirus se encontré posibles eventos
de transmisién entre especies del virus responsable de la enfermedad inclu-
yendo el ser humano.

ABSTRACT

At the end of last year, were reported cases of patients with atypical pneumonia
in Wuhan, Hubei Province, China. Most of the initial patients worked, lived or
were consumers of products from the wholesale seafood market, which sug-
gested a possible transmission of a pathogen of animal origin to humans. Later,
it was determined that the culprit was a coronavirus, named SARS-CoV-2,
whose rapid spread caused the pandemic of coronavirus disease 19 (COVID-
19). The disease is currently a cause for concern and intense research world-
wide. Theories on the origin of the coronavirus have been postulated, being the
most widely accepted that the virus comes from the Malay pangolin. With the
intention of reinforce this theory, in this research, from nucleotide sequences
in the public domain, were selected Fragments of nucleotide sequences enco-
ding the coronavirus surface spike glycoprotein from some host organisms in-
fected by different coronavirus strains including SARS-CoV-2. From phylogeny
and acid amino acid sequence analysis were found possible cross-species trans-
mission of the virus responsible of the disease including humans.
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INTRODUCCION

La aparicion de un nuevo virus tiende
a afectar de forma local a la pobla-
cién. La propagacién, dependiendo
de las caracteristicas del virus, puede
en cambio repercutir a nivel mundial
afectando la economia, el sistema de
salubridad de los paises involucrados

y el estado de animo de la poblacién.
A lo largo de la historia de la huma-
nidad, esta se ha enfrentado a multi-
ples epidemias que han causado
grandes pérdidas de vidas humanas y
colapsado la economia mundial
(Tabla 1).

Tabla 1. Principales epidemias virales y bacterianas de la historia

Nombre

Caracteristicas

Referencia

Peste antonina o
plaga de Galeno

Viral, probablemente viruela. Originaria de Meso-
potamia, distribuida en el Imperio Romano entre
el 164 al 182 d.C. Enfre medio millén a un millén
de fallecidos

Sabbatani, y Fiorino
(2009)

Plaga de Justiniano

Bacteriana (Yersinia pestis). Considerada como
“La primera pandemia”; sin embargo, se expandidé
en el Mediterrdneo y Europa entre el. 541 y 750
d.C. La cifra de fallecidos no estd bien definida.

Mordechai, Eisenberg,
Newfield, lzdebski
y Poinar (2019)

Muerte negra

Bacteriana (Yersinia pestis). Originaria de Asia
cenfral se dispersd en el Medio Oriente y el norte
de Africa entre 1347 y 1351. Los fallecidos fueron
entre el 30 y 50% de la poblacién total.

Monecke, Monecke
y Monecke, (2009);
Dewitte, (2010)

Gripe rusa

Viral. Se dispersé por via terrestre y maritima a tra-
vés de Europa y luego a América del Norte entre
1889 y 1890. Alrededor de un millén de fallecidos.

Saunders-Hastings
y Krewski, (2016)

Gripe espanola

Viral. Mundial. Entre 1918 y 1919. Alrededor de 50
millones de fallecidos.

Martini, Gazzaniga, Bra-
gazziy Barberis, (2019)

Sida

Viral. Mundial. Originaria del Africa. El subtipo B es
probablemente originario del Caribe (1967) para
posteriormente fransmitirse a Estados Unidos en
los primeros afos de la década de los 70. Alrede-
dor de 32 millones de fallecidos desde el inicio de
la pandemia.

Worobey et al., (2016);
GHO, (2020)

SARS (Severe
acute respiratory

Viral. Contagios en 30 paises. El brote inicié en la
Provincia de Guangdong en China. De origen

Vijayanand, Wilkins,
y Woodhead, (2004)

syndrome) animal, 774 fallecidos entre 2002 y 2003.
Viral. Aviar, de origen Euroasidtico. El brote origi-
nado en México es una nueva cepa encontrada
HINT en cerdos. Afecté a América del Norte y Central,  Mena et al., (2016)

Europa y algunos paises asidticos en el 2009 con
un saldo de 20 fallecidos.
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La propagacion de un patégeno ani-
mal a un humano, se conoce como
transmision entre especies o “spillo-
ver”. Este es un proceso complejo no
comprendido del todo, que involu-
cran muchos factores, ambientales,
geograficos, sanitarios etc. (Plowright
etal., 2017). Los virus son responsa-
bles directos de enfermedades en
mamiferos entre ellos se encuentran
los coronavirus. Estos forman parte
de una familia cuyo genoma estd
compuesto por RNA monocatenario
positivo. Se encuentran distribuidos
en todo el mundo y son altamente in-
fecciosos por naturaleza, causan en-
fermedades entéricas, respiratorias y
en algunos casos neurolégicas en
una amplia variedad de animales y
en humanos (Lai y Holmes, 2001;
Gorbalenya et al., 2020). Entre los
coronavirus de origen animal que se
transmitieron al ser humano y provo-
caron epidemias se incluye el de Sin-
drome Respiratorio Agudo Severo
(SARS-CoV), el coronavirus del Sin-
drome Respiratorio del Medio Orien-
te (MERS-CoV) y el recientemente
identificado SARS-CoV-2 (Huang et
al., 2020).

En los dltimos dias de diciembre de
2019, se detecté alrededor de 99
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casos atipicos de neumonia en la ciu-
dad Wuhan, provincia de Hubei en
China; 49 de estos casos se relacio-
naron con el mercado mayorista de
mariscos de Huanan entre consumi-
dores, habitantes y trabajadores del
mercado (Chen et al., 2020). Los
casos siguieron aumentando y se
emitié una alerta a los sistemas sani-
tarios del pafs asiatico. Para el pri-
mero de enero del presente afio, se
descubrié el foco inicial del virus en
el mercado de Huanan, lugar donde
se vendia pescado y animales silves-
tres vivos como aves de corral, mur-
ciélagos, marmotas y serpientes (Lu,
Stratton y Tang, 2020; Wu y McGoo-
gan, 2020). En ese mismo mes, un
grupo de cientificos chinos secuen-
ciaron el genoma del “Aislado del
virus de la neumonia del mercado de
mariscos de Wuhan (Wuhan-Hu-1)".
El grupo identifico que el virus era un
coronavirus y reporto la secuencia de
nucleétidos en la base de datos del
NCBI (1988) con el nimero de acce-
sion NC_045512.2.

El SARS-CoV-2 comenz6 a propa-
garse de forma descontrolada. A me-
diados de enero se registr6 el primer
caso fuera de China, se aislé la ciu-
dad de Wuhan y posteriormente 15




ciudades chinas mas. La curva epidé-
mica tuvo un crecimiento muy ele-
vado y la enfermedad presenté una
tasa de mortalidad del 2,3 %. Para el
30 de enero del 2020 la Organiza-
cién Mundial de la Salud (WHO, por
sus siglas en inglés) catalog6 al SARS-
CoV-2 como una “emergencia de
salud publica de preocupacién inter-
nacional” (Wu y McGoogan, 2020) y
para el 11 de marzo, declaré la pan-
demia de COVID-19. Desde esa fe-
cha el nimero de contagios progresé
de forma sostenida a nivel mundial
(Figura 1). La informacién sobre per-
sonas contagiadas, recuperadas y fa-
llecidas en todo el mundo se actua-
liz6 en bases de datos publicas todos
los dias en tiempo real (Gardner,
2020; WHO, 2020).
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Figura 1. NOmero de personas
afectadas por la infeccién de COVID-19
en 184 de 194 paises totales

(Basada en WHO, 2020)

El primer caso en el Ecuador se regis-
tr6 el 29 de febrero y se inici6 el cre-
cimiento exponencial de contagiados
en funcién del tiempo (Figura 2),
convirtiéndose desde entonces en un
problema de salud pdblica suma-
mente serio en nuestro pars.

Figura 2. NUmero de personas afectadas por la infeccién de COVID-19 en el Ecuador
(Basada en WHO, 2020)
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De acuerdo con Newman et al.,
(2006) los viriones o particulas virales
(unidad estructural de los virus con
capacidad de infeccién) del corona-
virus son esféricos con un didmetro
aproximado de 125 nm. En la superfi-
cie del virién se encuentra una es-
tructura trimérica denominada espi-

cula glicoprotéica (Figura 3), esta es
necesaria para la replicacién del co-
ronavirus ya que se une a receptores
celulares de superficie de las células
hospederas. El rango de hospederos
del coronavirus depende de la afini-
dad entre ellos.

Figura 3. Estructura bdsica del coronavirus
a) virion n-Cov b) espicula glicoprotéica
(Basada en Newman et al., 2006; Belouzard, Millet, Licitra, y Whittaker, 2012)

De acuerdo con Song, Gui, Wang y
Xiang, (2018), algunos coronavirus se
unen a la enzima convertidora de an-
giotensina 2 del receptor celular
(ACE2) y media la fusion de las mem-
branas del coronavirus y la célula
promoviendo el ingreso del virus por
endocitosis para posteriormente libe-
rar la nucleocapside viral dentro del
citoplasma de la célula e iniciar la re-
plicacién del virus (Figura 4).

54

Adicionalmente a los estudios de la
funcién, estructura de la espicula gli-
coprotéica y sus reordenamientos
conformacionales para promover la
entrada del virus (Song, Gui, Wang 'y
Xiang, 2018) también se encuentran
disponibles las secuencias de nucleé-
tidos que codifican para las espiculas
glicoprotéicas de coronavirus en di-
ferentes especies (Kan et al., 2005;
Hu et al., 2017; Liu et al., 2019).
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Figura 4. Mecanismo de replicacion del coronavirus
(Basada en Belouzard, Millet, Licitra y Whittaker, 2012;
Song, Gui, Wang y Xiang, 2018)

De lo antes expuesto, con la informa-
cion gendémica disponible, en el pre-
sente estudio, se plantea definir el ori
gen mas probable del SARS-CoV-2 y

asi contribuir a fortalecer el conoci-
miento sobre este nuevo virus y las
enfermedades derivadas del mismo

MATERIALES Y METODOS

Considerando el gen que codifica
para la espicula glicoprotéica de co-
ronavirus, se utilizé fragmentos (48
pb de longitud) de 32 secuencias co-
rrespondientes a cepas reportadas
por Kan et al., (2005), un fragmento
de la secuencia viral del murciélago
rufo de herradura (Rhinolophus sini-

cus) con nudmero de accesién
MG772933.1 descrita por Hu et al.,
(2018) y un fragmento homdlogo a
partir del genoma de SARS-CoV-2
(Sequence ID: NC_045512.2) res-
ponsable del COVID-19. Con la se-
cuencia AY687357 se realiz6 una
busqueda mediante blast (Basic Local
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Alignment Search Tool referido por
Altschul, Gish, Miller, Myers y Lip-
man, 1990) de nucleédtidos contra las
secuencias de pangolin malayo (Ma
nis javanica) del proyecto PRJNA57
3298 (Liu, Chen y Chen (2019). De
las secuencias resultantes del blast se
seleccionaron aquellas que presenta-
ron porcentajes de identidad cerca-
nos al 100 %, se depuré las secuen-
cias y se trabajo finalmente con
aquellas que fueron homélogas al
fragmento de 48 pb.

Con las secuencias se realizé un ali-
neamiento, un modelo y se obtuvo el

arbol filogenético mediante MEGAX.
10.1.7 (Kumar, Stecher, Li, Knyaz y
Tamura, 2018). Se utiliz6 la secuen-
cia At1g24610 como outgroup.

La traduccién a proteina de las se-
cuencias genomicas se realizé me-
diante la plataforma ExPASy (Gastei
ger et al., 2003) y se verific6 que co-
rrespondieran a la espicula glicopro-
téica mediante blastp (Altschul et al.,
1990). Para visualizar la composicién
de aminoacidos (aa) en las secuen-
cias de cada clado y subclado se ge-
neraron figuras tipo logo mediante
WebLogo (Crooks et al., 2004).

RESULTADOS

Del genoma NC_045512.2, se deter-
mind que la secuencia de nucleéti-
dos AAAAAGAGTTGATTTTTGTGG
AAAGGGCTATCATCTTATGTCCTT
CCC codifica para la espicula glico-
protéica del SARS-CoV-2 (identifi-
cada en este trabajo como H. Sapiens
SARS-CoV-2)

De las secuencias de pangolin ma-
layo, 122 presentaron porcentajes de
identidad adecuados y de estas 37
fueron homélogas y tenfan la misma

longitud que el fragmento referido en
la publicacién de Kan et al., (2005).

Mediante la informacién genémica
disponible se elaboré un alineamien-
to con 71 secuencias (no se muestra
este resultado) y un arbol filogenético
por del método HKY con un boots-
trap de 1000 y distribucién gamma
de 5. En el arbol (Figura 5) se observo
dos grupos monofiléticos principales,
el primero comprendido por la se-
cuencia de pangolin malayo gnl| SRA
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|SRR10168377.9857580.2:2-150, re-
ferida como Sec1 en este estudio y
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un gran grupo monofilético con las
69 secuencias restantes.

Figura 5. Arbol filogenético de secuencias gendmicas que codifican
para la espicula glicoprotéica de coronavirus en diferentes especies hospederas.
Las secuencias cuyos nombres empiezan con el prefijo gnISRASRR10168377
son de pangolin malayo y corresponden al proyecto PRINA573298

(Liu, Chen 'y Chen 2019)

Dentro del grupo monofilético ma-
yor, se observan un grupo compren-
dido por 23 (clado rojo) y otro grupo
con las secuencias restantes (subcla-
dos verde, azul, amarillo y violeta). El
clado rojo y el subclado verde se

componen exclusivamente de se-
cuencias de pangolin malayo, indica-
tivo de que diferentes cepas de
coronavirus circulaban dentro de in-
dividuos de esta especie. En el si-

guiente grupo monofilético se
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encuentra un clado con 40 secuen-
cias, conformado a su vez por sub-
clados (amarillo, azul y violeta). La
disposicion de las secuencias dentro
del subclado azul indicaria 2 eventos
de transmisién entre especies del vi-
rus por tanto de la enfermedad, el
primero desde el pangolin malayo
hacia el murciélago rufo de herradura
y el segundo desde el pangolin ma-
layo hacia la civeta de la palma asia-
tica. El subclado amarillo, es una
nueva bifurcacién de la cual derivo
la secuencia viral H. sapiens SARS-
CoV-2 (responsable del COVID-19),
es probable que esta cepa haya sur-
gido antes que las cepas responsables
de la epidemia de SARS (subclado
violeta) cuyo origen fue la civeta de
la palma asidtica (Wang et al., 2005).
Finalmente en el subclado violeta se
encontr6 secuencias virales homélo-
gas en la civeta de la palma asidtica,
mapache japonés y el ser humano lo
que indicaria un nuevo evento de
transmisién entre especies de la en-
fermedad.
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Al realizar la traduccién de cada se-
cuencia de nucleétidos, que codifi-
can para la espicula glicoprotéica de
coronavirus se observé variaciones
en cada clado y subclado que se re-
sumen en una figura tipo logo (Figura
6). La secuencia Sec1 es la mas diver-
gente de todas, a partir de esta se ob-
servé la variacion de los residuos de
aminoacidos en cada posicion (1 a
14). Siguiendo el sentido probable de
la transmisién del coronavirus entre
especies, las secuencias se vuelven
menos divergentes conforme se esta-
blece en un grupo de especies en
particular. Es asi, que al llegar al sub-
clado violeta la secuencia de la espi-
cula glicoprotéica de diferentes cepas
de coronavirus es exactamente la
misma para el mapache japonés, la
civeta de la palma asidtica y el ser
humano. Si bien la secuencia de nu-
cledtidos que codifica para la espi-
cula glicoprotéica del H. sapiens
SARS-CoV-2 (subclado amarillo) es
diferente, es exactamente la misma a
nivel de residuos de aminoacidos (Fi-
gura 6).
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Figura 6. Logo de secuencias predichas de aa correspondientes a la espicula glicoprotéica

de coronavirus en las especies estudiadas. Se indica el posible sentido de la transmision

de coronavirus. La secuencia predicha de aa para las secuencias de los subclados
amarillo y violeta es la misma RVDFCGKGYHLMSF

DISCUSION

De la filogenia obtenida en este estu-
dio se observa que las cepas virales
se desarrollaron inicialmente en pan-
golines malayos, las cuales fueron
mutando y provocaron la transmision
del virus entre diferentes especies de
mamiferos. Aun asi, con este arbol fi-
logenético no es posible aseverar que
el pangolin malayo es el responsable
directo de la transmision del SARS-
CoV-2 al ser humano, ya que los ar-
boles filogenéticos indican las rela-

ciones evolutivas mas probables en-
tre secuencias (o especies). Adicio-
nalmente, cualquier otro mamifero
que se vendia en el mercado de Hua-
nan pudo ser el reservorio viral de la
cepa que se transfirié al ser humano.
Al inicio de la epidemia se pensé6 que
el origen mas probable del SARS-
CoV-2 era la serpiente, al considerar
la maquinaria traduccional de Bun-
garus multicinctusa y Naja atra y el
sesgo en el uso de codones de estas
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dos especies (Ji, Wang, Zhao, Zai y Li
2020). Sin embargo, la evidencia
posterior fue orientando al origen del
virus en el pangolin malayo.

Ademas, existe la posibilidad de con-
tagio con un mamifero que no esté
en cautiverio. Los murciélagos son
reservorios de coronavirus y su capa-
cidad para volar les confiere la posi-
bilidad de ocupar un amplio hébitat
a nivel mundial y dispersar enferme-
dades (Woo et al., 2012; Hu et al.,
2017, Tao et al., 2017; Luo et al.,
2018).

Retomando nuevamente la filogenia,
se observa que la secuencia viral H.
sapiens SARS-CoV-2 probablemente
haya aparecido antes que las cepas
de SARS de la epidemia del 2003
(subclado violeta) y la cepa de origen
animal SARS-CoV-2 haya estado pre-
sente en algin mamifero hospedero
como el mapache japonés o la civeta
de la palma asiatica (subclado azul)
hasta que infect6 a cualquiera de los
99 pacientes iniciales del COVID-19
reportados por Chen et al. (2020). De
todo lo expuesto anteriormente, se
aprecia que para entender la enfer-
medad y desarrollar posibles vacunas
se requieren mas ensayos, secuencia-
ciones y andlisis gendmico de cepas
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virales de hospederos infectados para
poder elucidar completamente el ca-
mino mediante el cual el virus SARS-
CoV-2 infect6 el ser humano.

Segln Geoghegan y Holmes (2008),
la evolucién de la virulencia es un
tema no resuelto alin y los estudios
experimentales referidos a los deter-
minantes de esta enfermedad, dentro
de un marco filogenémico, contribui-
ran a la comprensioén integral de su
evolucion. Es importante mencionar
que las infecciones por SARS-CoV-2,
se presentaran de forma recurrente.
La enfermedad se volvié estacional y
se espera que afecte con mayor inten-
sidad en paises templados de Amé-
rica del Norte (Neher et al., 2020);
sin embargo, estos modelos pueden
fallar al estimar el comportamiento
de una epidemia y es probable que
el Ecuador vuelva a presentar focos
infecciosos en el futuro.

Debido al profundo impacto de esta
pandemia la informacién genémica
del SARS-CoV-2 se actualiza todos los
dias de forma vertiginosa y puede ser
consultada libremente en bases de
datos especializadas como el NCBI
(NCBI Resource Coordinators, 2018)
o ViPR (Pickett et al., 2012). Vigorosos
esfuerzos se realizan a nivel mundial




para contener al virus y buscar una
posible cura.

Respecto a la traduccién predicha de
secuencias, es evidente que el cédigo
genético, al ser degenerado permite
la codificacién de un aa por més de
un triplete; lo interesante en nuestro
analisis es que las secuencias de nu-
cleétidos que codifican para la espi-
cula glicoprotéica del H. sapiens
SARS-CoV-2 vy las del subclado vio-
leta (encontrada en pacientes de la
epidemia de SARS del 2003) son di-
ferentes, pero, a nivel de la traduc-
cién proteica, son las mismas motivo
por el cual el H. sapiens SARS-CoV-
2 consigui6 infectar las células en el
ser humano.

Recientemente Zhou et al., (2020)
determinaron que las proteinas ACE2
humanas son los receptores celulares
a través del cual ingresa el virus
SARS-CoV-2, justo como ocurre con
la cepa Urbani de SARS-CoV comdin
en Asia (Li et al., 2003), este estudio
coincide con nuestro resultado ya
que las espiculas glicoprotéicas
(idénticas en la secuencia de aa pre-
dicha) ingresan a las células a través
de los mismos receptores celulares.
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De acuerdo a nuestros resultados,
nuevamente ha quedado en eviden-
cia el enorme riesgo de interactuar
con especies silvestres que son reser-
vorios virales. Las especies silvestres
no deberian formar parte de la ca-
dena alimenticia del ser humano ni
destinarse a la domesticacion, recrea-
cién o compafiia.

Segln el Centro para el Control y la
Prevencién de Enfermedades de Esta-
dos Unidos (CDC, 2013), la epide-
mia de SARS del 2003 se desarrollé
en 29 paises, contagié a 8096 con al-
rededor de 774 decesos. En esta oca-
sibn enfrentamos una pandemia
sumamente peligrosa, se deberia en-
durecer la legislacion a nivel local y
mundial para regular estas activida-
des.

Debido a que existen costumbres
arraigadas en diferentes culturas, al
menos se deberian seguir las norma-
tivas internacionales como las de la
OPS (2015), que especifican que los
animales expendidos en mercados,
destinados a la alimentacion deben
manejarse con practicas de higiene
andlogas e igual de exigentes a las de
un alimento procesado, con la finali-
dad de garantizar la inocuidad del
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producto final y proteger a los consu-
midores. Paralelamente se deben pro-
seguir con las investigaciones referi-
das a virus de origen animal y la
transmisién entre especies de acuer-

do con las recomendaciones de Hu
et al., (2018), Lu, Stratton y Tang
(2020) y Zhou et al., (2020) entre
otros.

CONCLUSION

Existe evidencia que respalda el ori-
gen mas probable del SARS-CoV-2 en
el pangolin malayo, a partir de las se-
cuencias nucleotidicas que codifican
para la espicula glicoprotéica de este
coronavirus.

Los ensayos que se estan realizando
a nivel mundial ayudaran a definir
con mayor exactitud el origen y com-
portamiento del virus asi como el
eventual tratamiento de la enferme-
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dad en esta pandemia y en rebrotes.

Se requieren medidas legales drdsti-
cas para evitar la interaccion con ani-
males silvestres, posibles reservorios
de virus infecciosos para el ser hu-
mano. Cuando los animales se desti-
nan al consumo humano deben res-
petarse al menos las normativas de
manejo de alimentos para garantizar
la higiene e inocuidad de los mis-
mos.
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RESUMEN

Se evaluaron los efectos del acoplamiento intramolecular en las propiedades
oOpticas no lineales de colorantes orgdnicos inmersos en un reservorio térmico
empleando espectroscopia de mezcla de cuatro ondas. Se modelé la molécula
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aislada como curvas de energia Born-Oppenheimer consistiendo de dos estados
electrénicos descritos como potenciales arménicos, con minimos desplazados
en coordenadas nucleares y energia. Inclusion de un Hamiltoniano residual de
correlacién electrénica y/o spin orbita, genera la separacion de las dos curvas
de acuerdo a las reglas de cruce evitado. Se evaluaron los momentos dipolares,
tanto permanentes como de transicién, como funcién de los parametros del
acoplamiento. Se usaron ecuaciones de Bloch épticas convencionales para el
calculo de las polarizaciones inducidas en la aproximacién tensorial, y con
ellas las propiedades dpticas no lineales. Los resultados muestran atenuacion
de la intensidad en las respuestas 6pticas y modificaciones en su topologia,
consecuencia del acoplamiento intramolecular y tipo de transicion 6ptica. Am-
plificaciones paramétricas y posibilidad de Suiches en las propiedades 6pticas,
surgen como consecuencia de la insercién de acoplamientos intramolecula-
res.

ABSTRACT

In this work, the effects of the vibronic coupling on the nonlinear optical pro-
perties of organic dyes immersed in a thermal bath with the use of the Four-
Wave mixing spectroscopy are evaluated. The isolated molecule is modeled as
energy curves of Born-Oppenheimer, consisting of two-electronic states descri-
bed by harmonic potentials, with minima displaced in energy and nuclear coor-
dinates. Inclusion of a residual Hamiltonian of electronic correlation and/or
spin-orbit generates the separation of the two curves according to the rules of
avoided crossing. The permanent and transition dipole moments as function of
the intramolecular coupling parameters are evaluated. We use the conventional
optical Bloch equations, for the calculation of the polarizations induced in the
tensorial approach and with them, the nonlinear optical properties. The results
show attenuation of the intensity in the optical responses and modifications in
their topology, as a consequence of the intramolecular coupling and type of
optical transition. Parametric amplifications and the possibility of Switches in
the optical properties, arise as a consequence of the insertion of intramolecular
couplings.
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INTRODUCCION

El desarrollo tedrico de las propieda-
des 6pticas no lineales, permite esta-
blecer la relacion entre las caracte-
risticas del material (estructura,
composicién quimica, etc.) y las de
la radiacién incidente, facilitando la
interpretacion y la prediccion de me-
diciones 6pticas en funcién de otras
propiedades del sistema (Christodou-
lides et al., 2010; Guangjun, 2013).
Por ejemplo, el coeficiente de absor-
cion y el indice de refraccion no li-
neales, dependen de la susceptibili-
dad del sistema. Esta a su vez es fun-
cién del momento dipolar eléctrico
(Boyd, 2008) del mismo, entre otros
parametros. Esto juega un papel im-
portante en los procesos de produc-
cion de colorantes (Christodoulides
etal., 2010; Kajzar et al., 1994) y en
el disefio de nuevos materiales
(Guangjun, 2013). Pese a su impor-
tancia, varios autores (Squitieri et al.,
1994; Paz et al., 2016a) han estimado
valores de respuestas 6pticas no li-
neales con base en momentos dipo-
lares eléctricos constantes, cuando
éstos son fuertemente influenciados
por fenémenos como el acopla-
miento intramolecular (Castro et al.,
2004; Dunn et al., 2015). El acopla-

miento intramolecular, es la interac-
cién entre el movimiento nucleary el
movimiento electrénico en un sis-
tema poliatémico, lo que produce un
desplazamiento de los niveles de
energia de los estados electrénicos
del material, y en consecuencia su
distribucion electrénica se ve afec-
tada (Bersuker, 2006; Di Bartolo &
Goldberg, 1980; Azumi & Matsuzaki,
1977). El acoplamiento intramolecu-
lar corrige las funciones de onda de
la aproximacién Born-Oppenheimer
BO que describen el sistema alteran-
do el momento dipolar eléctrico. Asi,
la polarizacién macroscépica del sis-
tema se modifica (Castro et al., 2004;
Cusati et al., 2004; Paz et al., 1994),
lo que implicaria que existe un efecto
mesurable del acoplamiento intramo-
lecular en las propiedades opticas del
sistema. Las investigaciones relacio-
nadas con el acoplamiento intramo-
lecular, han explicado fené menos
como la aparicién de las denomina-
das transiciones electrénicas “prohi-
bidas” por simetria en espectros de
absorcioén, o la inestabilidad molecu-
lar de sistemas con configuraciones
en estados electrénicos degenerados
a través del efecto Jahn-Teller (Bersu-
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ker, 2006). El campo de trabajo ha
abarcado temas como la influencia
del acoplamiento en la interpretacion
de imagenes de microscopia de
efecto tlnel de aniones de Fullereno
(Squitieri et al., 1994), y de espectros-
copia de efecto tlnel de electrones
inelasticos (Walczak, 2006), su rela-
cion con el potencial quimico y como
éste mejora la transferencia de carga
intermolecular, asi como el diseno de
moléculas de spin alto (lwahara et al.,
2011). En el presente trabajo, se estu-
di6 la influencia del acoplamiento in-
la intensidad vy
topologia de las propiedades opticas

tramolecular en

no lineales de sistemas moleculares,
en presencia de un reservorio térmico
e interactuando con sefales de mez-
cla de cuatro ondas MCO no degene-
rada. De los resultados obtenidos se
evidencian atenuaciones importantes
de las propiedades 6pticas, asi como
modificaciones topoldégicas con res-
pecto a los pardmetros que caracteri-
zan el acoplamiento inducido. Los
estudios realizados pretenden una
mayor comprension de los procesos
multifotonicos desde la perspectiva de
analisis de los momentos dipolares
derivados en los estados adiabaticos.

METODOLOGIA

Se considera un sistema de dos nive-
les con estructura interna vibracional
en presencia de un reservorio térmi-
co y de radiacién intensa de acuerdo
con una interaccién de tipo dipolar-
eléctrica y siguiendo una dindmica
de acuerdo al formalismo de Liouvi-
[le. Con teoria cuantica de relajacion,
se derivaron las ecuaciones maestras
generalizadas para los elementos de
la matriz de densidad sujeta a la
aproximacioén Markoviana. Bajo con-
sideraciones fenomenoldgicas, se ge-
neraron las ecuaciones épticas de
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Bloch EOB (Boyd, 2008), las cuales
permiten describir la dindmica de co-
herencias y de diferencias poblacio-
nales en los estados electrénicos
considerados. Empleando estas ecua-
ciones, el sistema molecular aislado
se traté como potenciales armoénicos
desplazados en energias y coordena-
das nucleares. A través de Hamilto-
nianos residuales se inducen las adia-
baticidades y con ellas se calculan los
momentos dipolares permanentes y
de transicion en la base no-acoplada
(Garcia-Sucre et al., 1970; Fulton &




Gouterman, 1964; Teller, 1937). Se
resuelven las ecuaciones de coheren-
ciay de poblacién, bajo tratamientos
perturbativos, haciendo uso de trans-
formaciones de Fourier. Para la es-
pectroscopia de MCO se calcularon
las polarizaciones inducidas y con
ellas las susceptibilidades a tercer
orden, evaluadas bajo consideracio-
nes locales (Paz et al., 2013). Las pro-
piedades épticas se calcularon a
través de las susceptibilidades no li-
neales (Bavli et al., 1990; Jagatap &
Meath, 2002). El estudio se realiz6 a
través de modificaciones en la satura-
cién del haz intenso incidente, para-
metros de acoplamiento, magnitudes
de los momentos dipolares perma-
nentes y de transicion y finalmente,
consideraciones en el tipo de transi-
cién oOptica entre los estados electré-
nicos adiabaticos.

Teoria

Acoplamiento intramolecular

Se describe la molécula aislada como
un sistema de dos niveles referidos a
estados electrénicos, cuyas curvas de
energia potencial son representadas
por osciladores arménicos desplaza-
dos en coordenadas nucleares -Qo y
energia Vo (Figura 1).
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Figura 1. Representacion diabatica

Un Hamiltoniano residual de pertur-
bacion de correlacion electrénica, o
de tipo spin orbita, H acopla estos
dos estados electrénicos. Las curvas
previas pueden ser separadas de acuer-
do con las reglas de cruzamiento evi-
tado (Figura 2).

El Hamiltoniano asociado con el siste-
ma molecular en presencia del acopla-
miento intramolecular se define como
H=H, +H(r), donde H,representa los
dos osciladores desacoplados con es-
tados vibracionales definidos, mien-
tras que H(r) corresponde al término
residual de perturbacién. Las auto-
funciones de Ho son |\V1> y |\p2, con
Holw)=Ej|w,) v Hw,)=E,|w,);
{1, 2} representan los estados electré-
nicos y {j, k} los estados vibraciona-
les.
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Energy

0 0

Figura 2. Representacion adiabdtica

La inclusion de I:I(r) en el Hamilto-
niano total hace H|1PA>:EA|\VA>
H|\PB>:EB|\VB> . Enla BO se tiene
|\PA>:|X1j\V1> |\PB>:|X2kW2> . E
acoplamiento intramolecular se re-
presenta por los elementos no diago-
nales del operador residual, dado
por:

<X1jW1|H‘X2kW2> =W, :U<X1j |sz> (M

y U=<\V1 |I:11\V2>, definido como el coe-
ficiente de acoplamiento, siendo
<Xn |sz> la integral de solapamiento.
Resolviendo variacionalmente las

energias de los estados adiabaticos,
tenemos:

E, :%{(EU +E2k)+[(EU -Ey )2 +4UZ|<X” |X2k>ﬂl’2}
@
(o }

E, :%{(EU +E,, )—[(EU -E, ) +40?
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y para las funciones de onda de H,
tenemos:

') =] ¥ (r.Q) = C [ v (:Q (Q+ A, (1 Q Q)]

3
[¥,)=| ¥, (,Q) =C [, (5 Qi (Q A w> (5 Qi (Q) |

donde r, Q representan las coordena-
das electronicas y nucleares, respec-
tivamente.
E, =(j+1/2)hay; E,, =(k+1/2)fa, +V,
112

ch=(1+A3)" e =(1eAl) "

’

Aﬁ =(E1j_EA)/<X1j‘sz>U

A% =(By =By )/ (s

La frecuencia de Bohr es

w, =(E, —E,;)/n. En la base adiaba-
tica, se tiene los momentos dipolares
de transiciéon y permanentes de
forma:

_ CACB .:AAAB m,, (0)+m,, (— Qo):l
CACBmIz( -Qy) <X1J ‘sz>(Ajk +AJ{T<) (4.2)

i, =(C; )2 [(Ajk )2 my, (0)+ m11(7Q°)} B

2(C;j)2 m12(7Q0)<X1j ‘X2k>(A;’k) (4.b)

conr=A, Bydonde m;; y m,, repre-
sentan los momentos dipolares per-
manentes asociados a la base en la
aproximacion diabatica. De la ecua-
cién (4) es importante resaltar que el




elemento no diagonal del momento
dipolar diabdtico, es evaluado en
-Qy, de acuerdo con el principio de
Franck-Condon (Guseinov et al.,
2006). Podemos definir:

my(Q) = [ v (5Qrhy(5Q)d’r (5)

El factor de solapamiento de los esta-
dos vibracionales <Xn |sz> se define
por la formula de Pekarian, (Di Bar-
tolo & Goldberg, 1980), asi:

(-D* S,
<X1j|X2k> = (k!)l/z N €Xp _Z 2
paraj=0
Ecuaciones dindmicas dpticas de Bloch

Para la interaccion sistema-banio tér-
mico, consideramos mecanismos de
relajacion en la aproximacion Mar-
koviana, mientras la interaccion ra-
diativa dipolar eléctrica, la conside-
ramos de la forma:

op=M)p+R (6)

donde p es la matriz densidad, M(t)
la matriz radiativa y R la correspon-
diente a la relajacion.
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Pas
P=|Pea |"R=| 0 - d= b —Han,
Pp 1
—py
Tl
i
0 f(v)  —umE
fi
. i >
M(t) = 7 (v) 0 7E“B/\E
2i 2i 1
2L E ZuL. E -——
T[ HAB h “BA Tl

con f(u)zid)o—i—ldE; T,y T, son
T, #
los tiempos de relajaciéon longitudi-

nal y transversal, respectivamente; el
superindice (0) indica los valores de
equilibrio de la diferencia de pobla-
cion; E es la amplitud del campo
total, d es la diferencia de momentos
dipolares permanentes. La ecuacion
(6) se resuelve en el espacio de Fou-
rier, considerando la mezcla de cua-
tro ondas. Dada la presencia de mo-
mentos dipolares permanentes de los
estados adiabaticos, es necesario no
considerar en los calculos, aproxima-
ciones de onda rotante (Paz et al.
1990). Este proceso de MCO implica
la interaccion de dos haces de fre-
cuencias opticas w; y ,, y con direc-
ciones de propagacién E,y Ez. La
sefial de MCO se observa a la fre-
cuencia w; =2m,— o, (Paz et al.,
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2013). Para efectos del calculo de po-
larizacién P(w;)son necesarias las
componentes de Fourier de coheren-
cia pgalms) y pag(wsy), v poblaciones
en los estados adiabdticos paa(ms;)
y pgglw;), dada por

PO (@,) = N| a0 )My +PEA (01 +Ap (@) +ity, |
(7)

N es la concentracion quimica de
moléculas absorbentes y el superin-
dice (3) denota el orden de perturba-
cion total. La ecuacién (7) en tér-
minos de la susceptibilidad en la
aproximacion tensorial, se expresa
como:

PV () =gV (@) EE;  (8)

donde €, es la constante dieléctrica
del material mientras que x®(w;) es
la susceptibilidad (compleja) de res-
puesta Optica. En este trabajo nos in-

teresa la absorcién como atenuacién
de la sefal de MCO al propagarse en
el medio. Considerando aproxima-
ciones de envolvente suave para los
campos clasicos, la ecuacion de
onda electromagnética en el presente
tratamiento adquiere la forma:

2ikd,E-kK’E+®’ /E=—p,0’P  (9)

Considerando aspectos propios de la
electrodindmica clasica, es posible
obtener el coeficiente de absorcién,
dado por:

1(0) =% Iy ®w)  (10)
n(o,)c

donde n()=[r} +4nRex“(@)] " (11)

es el indice de refraccion no lineal,
mientras 1, es el indice de refraccion
del solvente puro.

RESULTADOS

La discusion del efecto causado por
la interaccion entre el movimiento
nuclear y el electronico, abarcara el
empleo de transiciones entre niveles
vibracionales distintos y una intensi-
dad para el factor de acoplamiento
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alterable. Seleccionamos como ejem-
plo ilustrativo del modelo, el colorante
organico Cloruro Verde Malaquita, de
gran utilidad en comunicaciones 6p-
ticas y disefo de dispositivos opto-
electrénicos. Nuestro calculo supone




un haz de bombeo a segundo orden
de la MCO y por simplicidad, transi-
ciones que se dan entre niveles vibra-
cionales fundamentales.

(b)

Figura 3. Perfiles de intensidad
del coeficiente de absorcién (a)
e indice de refraccién (b) del colorante
orgdnico Verde Malaquita
con factores de acoplamiento
v={0,1-0,01-0,5}

La Figura 3(a) representa la variacion
del coeficiente de absorcién no li-
neal, y Figura 3(b) la variacion del in-
dice de refraccion, ambas como
funcion del desintonizamiento en fre-
cuencia del haz de prueba A,(s™!) pa-
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rametrizada por los valores de aco-
plamiento, en el caso de sistemas
moleculares con momentos dipolares
nulos en sus estados adiabaticos. Las
Figuras 4(a) y 4(b) representan las mis-
mas propiedades 6pticas, pero en ca-
sos de dipolos permanentes no nulos.

(b)

Figura 4. Perfiles de intensidad
del coeficiente de absorcién (a)
e indice de refraccién (b) del colorante
orgdnico Verde Malaquita
con factores de acoplamiento
v={0,1-0,01-0,5}

En las Figuras 3 y 4, el perfil azul co-
rresponde al sistema con v={0,5}, el
perfil rojo con v={0,1}y el perfil verde
con v={0,01}.
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DISCUSION

Los perfiles absortivos (Figura 3(a) y
Figura 4(a)), muestran la disminucién
de la intensidad de la propiedad 6p-
tica con el aumento del factor de
acoplamiento, independientemente
del valor de la diferencia de momen-
tos dipolares permanentes. Sin em-
bargo, en el perfil dispersivo, aumen-
tos en el valor de acoplamiento,
implica disminucion en la intensidad
de la propiedad o6ptica sélo en casos
de momentos dipolares permanentes
nulos. Comprendido, en el caso de
momentos dipolares permanentes no
nulos, la intensidad de la propiedad
optica (dispersién) pasa por un ma-
ximo localizado para el valor inter-
medio del acoplamiento intramole-
cular. Al comparar los dos perfiles
absortivos, en el caso de valor no-
nulo para la diferencia de dipolos
permanentes, la propiedad 6ptica al-
canza un mayor valor de intensidad
para un factor de acoplamiento mi-
nimo. En ambos casos, valores de
momentos dipolares permanentes
nulos y no nulos, se nota en regiones
cercanas a la resonancia un valor ne-
gativo de la absorcién, consecuencia
posiblemente de un proceso de am-
plificacion paramétrica sintonizable
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con el colorante organico. A medida
que el factor de acoplamiento, v, se
aproxima a cero, menor es el acopla-
miento entre los movimientos nu-
clear y electrénico de las moléculas
en sus propiedades macroscopicas.
Se conoce que v juega un papel fun-
damental en la emision de luz de una
molécula al estimular transiciones no
radiativas. Por tanto, un factor de
acoplamiento pequeno, esta relacio-
nado con la anulacién de estas tran-
siciones. El factor v, ademas esta aso-
ciado a las desviaciones geométricas
en una molécula, lo que se conoce
como el efecto pseudo-Jahn-Teller
(Grochala & Hoffmann, 2000). Es im-
portante destacar que en la Figura
3(b) para un valor de factor de aco-
plamiento v=0,01 con d=0y en la Fi-
gura 4(b) con factores de acopla-
miento v=0,1con valores de d#0, los
perfiles de dispersion son muy seme-
jantes, y alcanzan valores equivalen-
tes. Sin embargo, lo importante a
detallar en estos casos de acopla-
miento y en sus respectivos valores
de “d”, que pequefas variaciones en
la desintonizacién del haz de prueba,
conllevan a cambios muy fuertes en
la respuesta Optica, lo que permite




suponer que estamos en presencia de
un “suiche” 6ptico. Se nota en las
propiedades dispersivas en la region
de resonancia de prueba A,(s")=0,
su valor coincidente con el del sol-
vente puro, (en este caso, agua) inde-
pendientemente de la magnitud del
factor de acoplamiento y de la dife-
rencia de momentos dipolares per-
manentes. Las propiedades tanto
absortivas como dispersivas mostra-
das, se corresponden con la misma
transicion de frecuencia entre estados
adiabaticos. Un valor no nulo de la
diferencia de momentos dipolares
permanentes en los estados adiabati-
cos significa que por lo menos uno
de los estados no tiene paridad defi-
nida, lo que se traduce en la presen-
cia de elementos diagonales en el
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operador de momento dipolar. La
existencia de estos elementos diago-
nales en el Hamiltoniano de interac-
cion altera las propiedades o6pticas
no lineales de un sistema molecular
en la intensidad de sus respuestas, y
ocasiona la aparicién de transiciones
multifoténicas antes no permitidas,
asi como dispersion Raman o absor-
cién de dos fotones. En moléculas
polares como la empleada, el rol de
estos momentos dipolares permanen-
tes (Kmetic and Meath, 1985; Bavli et
al., 1990; Jagatap & Meath, 2002) es
importante, dado que los mismos
estan involucrados en los mecanis-
mos de excitacién de dos fotones y
cuantifican la transferencia de carga
intramolecular durante la excitacion
electrénica (Jagatap & Meath, 2002).

CONCLUSION

La insercion del acoplamiento intra-
molecular en los tratamientos de res-
puestas opticas no es muy comin en
la literatura. La forma del Hamilto-
niano residual dependera mucho de
la naturaleza de la estructura molecu-
lar de estudio. Cuanto mds acoplado
sean estos movimientos electrénicos
y nucleares, menor sera la intensidad
de la respuesta optica. Estos estudios

preliminares de consideracién del
acoplamiento intramolecular en todos
los aspectos dinamicos de la matriz
densidad, polarizaciones y susceptibi-
lidades 6pticas, permiten reconocer
que en regiones de resonancia entre
los haces incidentes del tratamiento
MCO, conllevan a posibles construc-
ciones de “suiches” opticos en la pro-
piedad refractiva, y de posibles
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amplificaciones paramétricas sintoni-
zables con los colorantes organicos,
en la propiedad absortiva. El resul-
tado que mostramos en casos de nu-
lidad de valores de “d”, pueden
referirse a la no existencia de mo-
mentos dipolares permanentes de la
molécula en cada estado adiabatico
o que en ambos estados el valor de
los mismos, sea exactamente igual.

Finalmente, las expresiones asocia-
das a los momentos dipolares de
transicion ecuacion (4.a) y perma-
nentes ecuacion 4(b) en los estados
adiabaticos, son de singular impor-
tancia para interpretaciones en los
procesos de absorcion de dos fotones
y consideracion explicita de la apro-
ximacion de onda rotante en los tra-
tamientos del modelaje cuantico.
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RESUMEN

Las especies del género Picramnia se encuentran a lo largo de América tropical,
evidenciando una amplia distribucién. Ademas, se han descrito los metabolitos
secundarios que presentan algunas de ellas. En la provincia de Napo, ubicada
en la Amazonia ecuatoriana, se encuentra una de las especies de este género,
cuyos metabolitos atin no han sido elucidados. En el presente trabajo se esta-
blecié como objetivo extraer y aislar metabolitos secundarios de esta planta,
asi como caracterizarlos mediante técnicas espectroscopicas. Se recolectaron
las partes aéreas de la planta Picramnia sp. en la Reserva Bioldgica Jatun Sacha.
Las hojas secas y molidas fueron maceradas consecutivamente en diferentes
solventes, y algunos de los extractos obtenidos fueron particionados y/o purifi-
cados por cromatografia en columna flash. Tanto a las hojas secas como a los
extractos obtenidos se les realizé pruebas cualitativas para determinar la pre-
sencia de los metabolitos de interés. Se comprob6 la presencia de antraquino-
nas, taninos, terpenoides, fenoles y flavonoides. Finalmente, se identificaron
[-sitosterol y crisofanol en fracciones purificadas, las cuales fueron elucidadas
usando una combinacién de espectroscopia de RMN "H, RMN '3C y espectro-
metria de masas. Se conoce que ambas moléculas cuentan con diversas activi-
dades farmacoldgicas, dentro de las cuales destaca su actividad antimicrobiana.

ABSTRACT

The species of the genus Picramnia are found throughout tropical America, evi-
dencing a wide distribution. In addition, secondary metabolites that some of
them exhibit have been described. In the province of Napo, located in the Ecua-
dorian Amazon, one of the species of this genus is found, whose metabolites
have not yet been elucidated. In the present work, the objective was to extract
and isolate secondary metabolites from this plant, as well as to characterize
them using spectroscopic techniques. For this, the aerial parts of the Picramnia
sp. were collected in the Jatun Sacha Biological Reserve. The dried and ground
leaves were then macerated consecutively in different solvents, and some of
the obtained extracts were partitioned and / or purified by Flash Column Chro-
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matography. Both the dried leaves and the obtained extracts were subjected to

qualitative tests to determine the presence of the metabolites of interest. The

presence of anthraquinones, tannins, terpenoids, phenols and flavonoids was

verified. Finally, B-sitosterol and chrysophanol were identified in purified frac-

tions, which were elucidated using a combination of 'TH NMR, *C NMR spec-

troscopy and mass spectrometry. It is known that both molecules have various

pharmacological activities, among which their antimicrobial activity stands out.

INTRODUCCION

El género Picramnia, perteneciente a
la familia Picramniaceae, contiene 39
especies distribuidas lo largo de
América tropical (Jacobs, 2003). Este
género se caracteriza fitoquimica-
mente por la presencia de antraqui-
nonas y derivados antracénicos
(Alves et al., 2014), aunque también
se han descrito acidos grasos y terpe-
noides (Jacobs, 2003). En algunas es-
pecies tales como Picramnia sellowii
(Aponte et al., 2008; Balderrama et
al., 2001), Picramnia latifolia en Peru
(Diaz et al., 2004) y Picramnia hir-
suta en México (Hernandez-Medel,
Lopez-Marquez, Santillan, & Trigos,
1996) se han caracterizado metabo-
litos como nataloemodina, crisofa-
neina y mayosida, que presentan
actividad anticancerigena. Picramnia
magnifolia, por su parte, a pesar de

no haber sido caracterizada fitoqui-
micamente, ha evidenciado actividad
antimicrobiana en los extractos eta-
nolicos y acuosos de las hojas al in-
hibir bacterias como Escherichia coli,
Klebsiella sp, Bacillus cereus y Sta-
phylococcus aureus. (Andoque et al.,
2009). Adicionalmente, los autores
mencionan que las hojas de esta
planta han sido usadas tradicional-
mente para el tratamiento de afeccio-
nes cutdneas (Andoque et al., 2009).

Desde mediados del siglo XX se ha
originado una variedad enorme de
antibidticos, los cuales han permitido
combatir efectivamente infecciones
bacterianas por décadas. Sin em-
bargo, el mal uso de los mismos ha
conducido a la resistencia bacteria-
na, complicando asi el tratamiento
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de ciertas enfermedades incluso
aquellas que anteriormente podian
tratarse con facilidad. Se estima que
en Europa mueren 25 000 personas
al ano por la resistencia bacteriana a
los medicamentos (Zaman et al.,
2017). Este alarmante aumento de re-
sistencia antibidtica en la que el re-
pertorio de tratamientos es limitado
resalta la importancia de la bisqueda
de compuestos con actividad antimi-
crobiana.

Con el objetivo de conocer los meta-
bolitos secundarios de especies de
este género en Ecuador, se realiz6 un
estudio a una especie del género Pi-
cramnia colectada en la provincia de
Napo.

Los metabolitos de interés incluyen
fenoles, flavonoides y taninos, a los
cuales se les ha atribuido propieda-
des curativas previamente (Cabrera-
Carrién et al., 2017). Ademads, se ha
evidenciado actividad antioxidante,
antimutagénica, antimicrobiana y an-
tiinflamatoria asociada a este tipo de
moléculas (Balasundram, Sundram,
& Samman, 2006; Luengo, 2002).
Por su parte, los terpenoides y las an-
traquinonas, ademas de ser caracte-
risticos del género en estudio, se sabe
que han sido usados ampliamente en
la industria farmacéutica por sus pro-
piedades medicinales (Jiang, Kem-
pinski, & Chappell, 2016; Locatelli,
2011).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién y tratamiento de mues-
tras

Se recolectaron las partes aéreas de
la planta Picramnia sp. ubicada en las
coordenadas 18M 0208827, en la
Reserva Bioldgica Jatun Sacha, Napo,
Ecuador. Los raquis se separaron de
las hojas y se descartaron. Las hojas
se cortaron en cuadros 1 x 1 cmyy se
secaron en fundas de papel a 40 °C
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hasta peso constante. El material seco
fue molido en un molino de café
Oster® BVSTBMH23, en el modo de
molienda fina.

Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos utilizados fue-
ron éter etilico (Merck, Alemania), di-
clorometano (Merck, Alemania), me-
tanol (Sigma-Aldrich, USA), éter de




petréleo (Sigma-Aldrich, USA) y ace-
tato de etilo (Sigma-Aldrich, USA),
todos de grado analitico. Gel de Si-
lice grado técnico (tamafo de poro
60 A, malla de 230-400) (Supelco).
Placas de TLC con matriz de gel de
Silice (tamano de poro de 60 A) con
indicador fluorescente (Sigma-Al-
drich).

Extraccion y purificacion de metabo-
litos secundarios

Se utilizaron dos muestras de hojas
secas y molidas de 70 g cada una
para la obtencién de los extractos A,
B,C,D, D1,D2, D3, E,F F1,F2 y F3.
El proceso de obtencion de los mis-
mos se detalla en la Figura 1. Los ex-
tractos fueron comparados a través
de perfiles cromatograficos en TLC,
utilizando como fase mévil éter de
petréleo: acetato de etilo 60:40 vy re-
velados bajo luz UV de 365 nm. El
extracto D1, por haber sido el que
presenté menos manchas en el perfil
cromatografico, fue purificado me-
diante cromatografia en columna
flash. Para esto se usé una fase esta-
cionaria de gel de silice y como elu-
yente la mezcla de éter de petréleoy
acetato de etilo en relacion creciente
del segundo disolvente hasta alcan-
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zar una relacion 75:25. Se recolectd
12 fracciones, las cuales fueron nom-
bradas desde D1.1 hasta D1.12.

Andlisis cualitativo

Para todos los tests incluidos, se si-
guié la metodologia propuesta por
Harborne (1984) para el analisis cua-
litativo de extractos y hojas.

Tests para extractos
Flavonoides y compuestos fendlicos

A 5 mg de cada extracto disuelto en
2 mL de agua, se le agregé 3 gotas de
FeCl; al 4 %.

Si la disolucién desarrolla una colo-
racion negro-azulada indica la pre-
sencia de fenoles y si desarrolla una
coloracion verde indica la presencia
de flavonoides. Este test se aplic en
los extractos A, B, C, D1, D2, D3, E,
F1, F2 y F3.

Flavonoides

A 5 mg de cada extracto disuelto en
2 mL de agua, se le agregd 3 gotas de
NaOH al 2 %.

Si la disolucién desarrolla una colo-
racion amarilla intensa que desapa-
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rece al anadir HCI diluido, revela la aplico en los extractos A, B, C, DT,
presencia de flavonoides. Este test se D2, D3, E, F1, F2 y F3.

e Concentracion a e Concentracion a e Concentracion a
sequedad con sequedad con sequedad con
rotaevaporador rotaevaporador

rotaevaporador

Extracto obtenido

‘ Extracto obtenido | ‘ Extracto obtenido ]

Biomasa

Biomasa
Maceracion con Maceracion con Maceracion con
éter de petroleo diclorometano metanol por 7
70 ¢ por 7 dias por 7 dias dias
Hojas secas y molidas ‘
Maceracion con Maceracion con Maceracion con
702]  metanol por 7 metanol por 7 metanol por 7
dias dias dias

Extracto obtenido

| Extracto obtenido | | Extracto obtenido ‘

* Concentracion a ¢ (Concentracion a e Concentracion a
sequedad con sequedad con sequedad con
rotaevaporador rotaevaporador rotaevaporador

—

Particion con éter de petréleo |
Particion con éter etilico |—*
Recoleccion del extracto acuoso |—"

Figura 1. Proceso de extraccién a partir de hojas secas y molidas de Picramnia sp.
en la provincia de Napo, Ecuador

Uik

Terpenoides macion de un anillo rojo en la inter-
A 2 mg de cada extracto disuelto en  fase muestra terpenoides. Este test se
CHCI;, se le adicion6 3 gotas de aplicé en los extractos A, B, C, D1,

acido sulfdrico concentrado. La for- D2, D3, E, F1, F2 y F3.
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Tests para hojas

Taninos

La mezcla de 500 mg de hojas secas
y 20 mL de agua fue calentada hasta
ebullicion vy filtrada. Se adicion6 5
gotas de FeCl; 0,1 %. La coloracién
de café verdoso a negro azulado,
muestra la presencia de taninos.

Antraquinonas

Se agit6 6 g de hojas molidas en 10
mL de tolueno durante 10 minutos.
La mezcla se filtré y se adicioné 10
mL de NH,OH al 10 %. La colora-
cién rosa muestra la presencia de an-
traquinonas.

Identificacion de metabolitos

De las fracciones obtenidas a partir

MINERALES ARCILLOSOS DEL ECUADOR.
PROTOCOLO DE CATEGORIZACION CERAMICA, UNA REVISION
Uribe et. al., 57-80

de la purificacién del extracto D1, se
analizaron las mds puras por RMN
'H, RMN '3C vy espectrometria de
masas.

Los espectros de RMN "H fueron ob-
tenidos a 400 MHz en un espectré-
metro Varian NMR System y fueron
referenciados al pico del disolvente
residual en 7,26 ppm (CDCls). Los es-
pectros de RMN '3C fueron obtenidos
a 100 MHz en un espectrometro Va-
rian NMR System y fueron referencia-
dos respecto al pico del disolvente
residual en 77 ppm (CDCl;). Los es-
pectros de masas fueron registrados
por un cromatégrafo de gases Aligent
7890 acoplado a un espectrémetro de
masas y un detector de ionizacion de
[lama. Las masas obtenidas se com-
pararon con la biblioteca del equipo.

RESULTADOS

En la Tabla 1, se describe los extrac-
tos obtenidos a partir de las hojas con
su respectivo porcentaje de acuerdo
a la biomasa inicial utilizada. La ma-
ceracion con tres porciones de meta-
nol, generé una mayor cantidad de
extracto en comparacién con la reali-
zada con los tres disolventes. Otra di-
ferencia, es que la cantidad de ex

tracto se redujo de maceracion a ma-
ceracion cuando solo se utilizé me-
tanol.

Los perfiles cromatrograficos, en TLC
de gel de Silice para los tres primeros
extractos mostraron semejanzas entre
los extractos A 'y B, y se caracteriza-
ron por presentar compuestos de alta
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polaridad (eluyen en mezclas éter de
petréleo:acetato de etilo relaciéon
60:40). Sin embargo, estos extractos
a diferencia del extracto de metanol
C también presentaron compuestos
de baja polaridad. El extracto de me-
tanol C, presenté manchas con Rf si-
milares a los extractos A y B co-
rrespondientes a compuestos de alta
polaridad, pero con mayor intensi-
dad. Los perfiles cromatogréficos
para los extractos D, E y F presenta-
ron un ndmero de manchas y Rf si-
milares. Ademas, se observé mayor
intensidad en las manchas del ex-

tracto F. Los extractos D y F fueron
sometidos a particion con Eter de Pe-
tréleo (D1 y F1) y Eter Etilico (D2 y
F2). El extracto E fue conservado
como control.

El andlisis fitoquimico realizado di-
rectamente sobre las hojas secas
mostré la presencia de antraquinonas
y taninos. Por otro lado, las pruebas
realizadas a los diferentes extractos
demostraron la existencia de fenoles
en los extractos D2, D3, F2 y F3; fla-
vonoides en el extracto A y terpenoi-
des en los extractos Cy D1.

Tabla 1. Resumen de cada uno de los exiractos obtenidos de hojas de Pricamnia sp

en la provincia de Napo, Ecuador

Cédigo de extracto Descripcion extracto % (m/m)
A Maceracién con Eter de petréleo? 1
B Maceracién con Diclorometano? 2,01
C Maceracion con MeOH? 7
D Maceracién con Metanol-1° 5,50
D1 Particiéon EP del macerado MeOH-1° 0,59
D1.1 Fraccion 1 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,03
D1.2 Fraccién 2 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,02
D1.3 Fraccién 3 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,08
D1.4 Fraccion 4 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,05
D1.5 Fraccién 5 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,01
D1.6 Fraccién 6 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,01
D1.7 Fraccion 7 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,02
D1.8 Fraccién 8 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,02
D1.9 Fraccion 9 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,01
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D1.10 Fraccién 10 de la columna del extracto EP de MeOH-1? 0,01
D1.11 Fraccién 11 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,01
D1.12 Fraccion 12 de la columna del extracto EP de MeOH-1" 0,01
D2 Particion EE del macerado MeOH-1° 0,53
D3 Residuo Acuoso Particion MeOH-1P 3,74
E Maceraciéon con MeOH-2" 5,13

F Maceracién con MeOH-3 4,11
F1 Particion EP del macerado MeOH-3" 0,40
F2 Particion EE del macerado MeOH-3" 0,23
F3 Residuo Acuoso Particién MeOH-3? 2,85

 Maceracién consecutiva muestra 1. ® Maceracién consecutiva muestra 2.

EE: Fter etilico EP: Fter de petréleo

A partir de la columna cromatogra-
fica del extracto D1 se aislaron; de la
fraccion D1.2 crisofanol, y de la frac-
cién D1.5 B-sitosterol (Figura 2)

Figura 2. a) p-sitosterol y b) crisofanol,
metabolitos secundarios
aislados de Picramnia sp.

Crisofanol: 15mg fraccién D1.2 (22-
33) de la particion del éter de petro-
leo del extracto metandlico 1.

RMN "H (400 MHz, CDCl3) 6: 12,12
(TH, s, -OH), 12,02 (1H, s, -OH),
7,80 (1H, d /, = 8,00 Hz), 7,72-7,69
(1H, dd, /, = 6,0 Hz; /,=3,6), 7,54

7,52 (1H, dd, J; = 6,0 Hz; /,=3,6),
7,30 (1H, d, J; = 8,0 Hz), 7,10 (1H,
s), 2,47 (3H, s); RMN C (100 MHz,
CDCl5)8: 192,7,182,2,162,9, 162,6,
149,5, 137,1, 133,6, 132,6, 124,7,
123,5, 121,5, 120,0, 116,0, 113,9,
23,1. IE-EM m/z: 254 [M]*.
datos son similares a los reportados

Estos

en la literatura para la molécula Cri-
sofanol (Khan & Armes, 1999) (Guo
etal, 2011).

B-sitosterol: 10 mg fraccion D1.5
(55) de la particién del éter de petro-
leo del extracto metandlico 1.

RMN "H (400 MHz, CDCl3) &: 5,35
(1H, bd, J,=5,1,); 3,41-3,59 (1H, m);
0,59-2,34 (48H, m); RMN "C (100
MHz, CDCl,) 8: 140,8, 121,7, 71,8,
56,8, 56,1, 50,1, 45,8, 42,3, 42,2,
39,8, 37,3, 36,5, 36,1, 34,0, 31,9,
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31,7, 29,2, 28,3, 26,1, 24,1, 23,3,
21,1, 19,8, 19,4, 19,0, 18,8, 12,2,
12,0. Estos datos son similares en-

contrados en la literatura para la mo-
lécula B-sitosterol (McCarthy et al.,
2005).

DISCUSION

Los metabolitos secundarios con es-
tructuras novedosas como son las
oxantronas C-glicosiladas (Figura 3)
han sido aislados de los extractos me-
tandlicos de las especies P. hirsuta
(Hernandez-Medel et al., 1996), P.
antidesma (Hernandez-Medel et al.,
1999) y P. latifolia (Diaz et al., 2004).
Considerando que estas oxantronas
C-glicosiladas son inherentemente
polares, la principal ventaja del pri-
mer método de maceracion es que se
obtiene un extracto metandlico, con
menor nimero de productos apola-
res, lo que permitiria una purifica-
cion mas facil de este tipo de
moléculas.

La mayor intensidad en las manchas
del extracto F podria ser indicativo de
una mayor concentracion de metabo-
litos. Esto también muestra que el ex-
tracto de la tercera maceracién en
metanol esta enriquecido en produc-
tos que absorben luz UV, como las
antraquinonas y compuestos fendli-
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cos y las mismas oxantronas C-glico-
siladas. Por otro lado, los extractos D
y E podrian estar enriquecidos en
compuestos que no absorben luz UV
como los terpenos y alcoholes.

s W=

Figura 3. Oxantronas C-glicosiladas

Al comparar los perfiles cromatogra-
ficos de los cuatro extractos de parti-
cion (D1, D2, F1 y F2), se observé
que D1 tenia menos manchas, lo que
se interpretdé como el extracto de
menor dificultad de purificacion por
cromatografia en columna flash.

La identificacion del crisofanol, una
antraquinona muy comun en esta fa-
milia de plantas (Balderrama et al.,




2001; Diaz et al., 2004; Hernandez-
Medel et al., 1999) confirma el anali-
sis cualitativo de las hojas secas que
dio positivo para antraquinonas. Se
ha reportado que esta molécula pre-
senta efectos neuroprotectores (dos
Santos, Silva & de Freitas, 2011). Ade-
mas, ha evidenciado actividad contra
bacterias Gram-positivas y Gram-ne-
gativas (Coopoosamy & Magwa,
2006), e incluso contra Staphylococ-
cus aureus resistente a la meticilina
(Hatano et al., 1999).

CARACTERIZACION FITOQUIMICA Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL

DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE PICRAMNIA SP
Bermudez et. al., 83-96

De la misma manera, la molécula
[-sitosterol ha sido ampliamente es-
tudiada desde el punto de vista farma-
colégico debido a sus actividades
anti-inflamatorias, inductoras de apop-
tosis en células cancerigenas, analgé-
sicas, antimutagénicas, antioxidantes,
neuroprotectoras e inmunomodula-
doras (Saeidnia, Manayi, Gohari &
Abdollahi, 2014). Adicionalmente,
este compuesto cuenta con una acti-
vidad antimicrobiana comparable al
antibiético Gentamicina (Sen, Dha-
van, Shukla, Singh, & Tejovathi,
2012).

CONCLUSION

En la especie Picramnia sp. se encon-
traron dos metabolitos secundarios
presentes en otras especies de plantas
de la familia Picramniaceae, los cua-
les cuentan con mdltiples propieda-
des medicinales reportadas. En futu-
ras investigaciones se espera analizar
la actividad biolégica de los extractos
para aislar y caracterizar metabolitos
secundarios de una forma bioguiada.

En el lugar de colecta se encuentran
P. magnifolia, P. hirsuta y P. sellowii.
Mediante claves botanicas y la com-
paracion con muestras de herbarios,
se descarté que P. sellowii correspon-
da a la especie de estudio en este tra-
bajo, por lo que es posible realizar
estudios comparativos entre las dos
especies restantes.
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RESUMEN

La materia organica proveniente de centros de faenamiento, puede aprove-
charse mediante digestion anaerobia para produccién de biogas y de un ferti-
lizante rico en nutrientes. El monitoreo de la concentracion de metano, propano
y butano son parametros relevantes que evidencian la eficiencia de digestion.
En el presente estudio, se desarrollé una metodologia para la medicién de estos
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hidrocarburos, utilizando espectrofotometria infrarroja de transformadas de
Fourier (FTIR) y la asistencia de calculos quimico-cudnticos, que permitieron
la asignacion de bandas de absorcion de cada hidrocarburo en el biogas. Los
[imites de cuantificacién fueron de 0,36 %V/V para propano y butano y 1,47
%V/V para metano. Se realizaron pruebas de biodigestion con desechos del
centro de faenamiento municipal del Distrito Metropolitano de Quito, obte-
niéndose que una mezcla de rumen y estiércol bovino, sometida a 50 °C, ge-
nero biogds enriquecido hasta en un 65,4 %V/V de metano posterior a 15 dias
de biodigestion. Adicionalmente, se produjo digestado sélido y liquido que
cumplen con las normativas internacionales para su posible aplicacion en el
suelo. Los resultados demostraron la potencialidad del método de seguimiento
de biodigestion y la posible transformacion de desechos de camal en una fuente
de energia renovable.

ABSTRACT

Organic matter from slaughterhouses can be used through anaerobic digestion
to produce biogas and a nutrient-rich fertilizer. Monitoring the concentration
of methane, propane, and butane are relevant parameters that show the effi-
ciency of digestion. In the present study, a methodology for the measurement
of these hydrocarbons was developed, using Fourier transform infrared spec-
trophotometry (FTIR) and the assistance of chemical-quantum calculations,
which allowed the assignment of absorption bands of each hydrocarbon in bio-
gas. The quantification limits were 0.36 %V/V for propane and butane and 1.47
%V/V for methane. Digestion tests were carried out with waste from the muni-
cipal slaughter center of the Metropolitan District of Quito, obtaining that a
mixture of rumen and bovine manure, subjected to 50 °C, generated enriched
biogas up to 65.4 %V/V after 15 days of digestion. Additionally, solid and liquid
digestate produced met with international regulations for possible application
in the soil. The results demonstrate the potential of the digestion monitoring
method and the possible transformation of litter waste into a renewable energy
source.
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INTRODUCCION

La industria de procesamiento de
carne es una de los mayores del
mundo (43,7 kg/afo per capita) (FAO,
2018) y utiliza alrededor del 24 % del
agua consumida por la industria de
alimentos (Bustillo-Lecompte & Meh-
rvar, 2015). En Ecuador, hasta el
2018, el ganado bovino, porcino y
ovino contabilizo 5,696 millones de
cabezas de ganado y 151,683 millo-
nes de aves en planteles avicolas (Ins-
tituto Nacional de Estadisticas y Cen-
sos, 2018). Adicionalmente, en el
pais se registran 277 mataderos bajo
inspeccion oficial que siguen proce-
dimientos normalizados por la Agen-
cia de Regulacién y Control Fito y
Zoosanitario (AGROCALIDAD), que
basandose en la Resolucion DAJ-
20134B4-0201.0247 buscan el ase-
guramiento de la calidad de los
productos carnicos (Agrocalidad,
2013, 2018).

Los desechos generados en centros de
faenamiento son aguas residuales,
material sélido y emisiones gaseosas.
Respecto a los desechos sélidos, en
base a su origen y carga orgénica, se
emplean como mejoradores de suelos
favoreciendo la produccién organica

de alimentos (Penafiel & Ticona,
2015) y mediante un tratamiento
anaerobio la generacion de energia
sustentable, por lo que su aprovecha-
miento puede convertir el problema
de su disposicién final en una opor-
tunidad. Existe una variedad de mi-
croorganismos presentes en los dese-
chos de camal los cuales constituyen
un riesgo para la salud humana, salud
animal y al medio ambiente. En este
sentido, trabajadores expuestos a de-
sechos de camal tienen alto riesgo de
contaminacién con Sallmonella spp,
Streptococcus suis, Campylobacter,
Leptospirosis, Toxoplasmosis y una
gran variedad de virus (Djeffal et al.,
2018; Kozdrun et al., 2015; Soares et
al., 2015).

Tomando en cuenta la toxicidad de
los desechos provenientes de centros
de faenamiento, su potencialidad
dado su alto contenido en materia or-
ganica y la necesidad de fuentes de
energia renovables debido al agota-
miento progresivo de los combusti-
bles fésiles, en las Gltimas décadas se
ha desarrollado las tecnologias de di-
gestion anaerobias para la produc-
cién de biogas a partir de estiércol de
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diversos tipos de ganado (Afazeli et
al., 2014). El biogas generado esta
compuesto principalmente por me-
tano — CH, (40-70 %) y diéxido de
carbono — CO, (30-50 %) (Accettola
et al., 2008). Hagos (2017) indica
que los residuos provenientes de ma-
taderos poseen un alto contenido or-
ganico y de sélidos volatiles. Los
acidos volétiles de alto peso molecu-
lar se convierten durante la fermen-
tacion anaerobia en CH,, CO, vy
acidos orgéanicos de cadena corta.
Sin embargo, este tipo de desechos
posee un alto contenido proteico que
por degradaciéon microbiana libera
amoniaco, el cual puede inhibir la
actividad metanogénica y conducir a

una inestabilidad del proceso (Hagos
et al., 2017). Para contrarrestar esto
se debe regular la proporcién C/N
(30/1) asi como los niveles de pH. En
este sentido, el seguimiento del pro-
ceso es clave para maximizar la ob-
tencion de biogas.

Tomando en cuenta estos anteceden-
tes, el estudio presentado tiene como
objetivos desarrollar un procedi-
miento para el seguimiento de un
proceso de biodigestion anaerobia
(metano-CH,, propano-C;Hg y bu-
tano- C4H ) y evaluar el proceso de
biodigestién de desechos provenien-
tes del centro de faenamiento del
Distrito Metropolitano de Quito.

MATERIALES Y METODOS

Se desarroll6 una metodologia para
el andlisis de CH,, C;Hg y C,H;y me-
diante andlisis infrarrojo. Para ello se
utilizé un espectrofotometro FTIR Va-
rian 660 con una Short-Path HT Gas
Cell marca PIKE Technologies, de
100 mm de longitud con ventanas de
bromuro de potasio de 25x4 mm de
la misma marca. Para la calibracién
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se utilizé dos gases estandares traza-
bles a NIST con las caracteristicas de-
talladas en la Tabla 1. Para la dilucién
de los gases se utilizaron jeringas
plasticas de 50 mL y bolsas Tedlar de
2 L. La limpieza de la celda se realiz6
con aire ambiente con una bomba de
vacio Millipore WP6111580.
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Tabla 1. Gases estdndares de calibracién

Rango Alto (RA)

Rango Bajo (RB)

Airgas X05NI93CP580000
30000 mL m= CHy,

21000 mL m C3Hg
18000 mL m= C4H;q

Airgas X05NI99CP580002
250 mL m= CHy

250 mL m2 C3Hg

250 mL m= C4Hyq

Se estableci6 el siguiente protocolo
de trabajo: se limpié la bolsa Tedlar
con aire ambiente por un minuto, uti-
lizando la bomba de vacio. Posteri-
rormente, se homogeniz6 la bolsa
Tedlar con estandar. Luego, se agrego
0,3 L de estandar. Seguido, se pre-
paré las diluciones con la jeringa
bajo el esquema establecido en la
Tabla 2. Se inyect6 50 mL de muestra
en la celda del FTIR y se finalmente
se obtuvo el espectro IR realizando 4
barridos espectrales entre 4000 a 400
cm™.

El espectro experimental IR del bio-
gas, en fase gaseosa fue correlacio-
nado con espectros vibracionales de
CH,, C3Hg y C4H,, determinados
por calculos teéricos quimico-cuan-
ticos y generados con el programa
Gaussian 09, utilizando el nivel de
teoria HF/3-21G con un factor de es-
calamiento de las frecuencias vibra-

cionales calculadas de 0,906 (Irikura
et al., 2005). Los espectros calcula-
dos se superpusieron, para contrastar
la localizacion vy el perfil de bandas
de absorcién con el espectro experi-
mental (Figura 2), con la finalidad de
realizar una asignacion tentativa de
los principales modos vibracionales.

Con las concentraciones definidas en
la Tabla 2, se determind la precision
inter-dia realizando tres repeticiones
de las lecturas de cada estandar, en
tres dias diferentes, ejecutandose en
total cuarenta y cinco ensayos. La li-
nealidad se determiné mediante mi-
nimos cuadrados entre absorbancia
versus concentracion del gas, ajus-
tando una ecuacién que coincidi6
con el origen. Adicionalmente se es-
tablecieron los limites de confianza
de la curva calculando la desviacion
estandar de la correlacion (Sr) y apli-
cando la t de student para un 95 %
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de confianza (1,96). Con el mismo Sr,
se calcularon los limites de deteccién

(LD) y cuantificacién (LC) (Miller et
al., 2018).

Tabla 2. Diluciones de estdndares

Patrén Dilucién (m(il-rlrl:*) (n?l.3::'3) (nffl-rirx%)
Aire 1 0 0 0
RB 1 250 250 250
RA 10 3000 2100 1800
RA 2,5 12000 8400 7200
RA 1 30000 21000 18000

Para la repetibilidad y reproducibili-
dad se aplicé un andlisis de varianza
(ANOVA) de factores totalmente ani-
dados y homogéneos obteniéndose
el porcentaje de desviacién debida a
la repetibilidad y reproducibilidad
(Maroto et al., 1999).

Las pruebas de biodigestion de dese-
chos de camal se realizaron bajo el
esquema detallado en la Figura 1.
Para mantener las muestras a 50 °C,
se utilizé un bano térmico Memmert
W270.

Se recolectaron muestras compuestas
de lodos de planta de tratamiento de
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aguas residuales (M1), rumen (M2) y
una mezcla de rumen vy estiércol
(M3) en el camal del Distrito Metro-
politano de Quito, entidad adscrita a
la Empresa Piblica Metropolitana de
Rastro de Quito. El muestreo se rea-
liz6 siguiendo la norma NTE INEN-
ISO 10381-2 que especifica las
técnicas de muestreo de suelo, to-
mando submuestras en 10 zonas del
reservorio que contenia el material y
formando una sola muestra com-
puesta, la cual fue procesada y ana-
lizada segun el esquema detallado en
la Figura 1.
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Rumen -estiércol
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autoclavables
modificados
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Laboratorio
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Compost

Caracterizacion
(Fisico-quimica )

Figura 1. Metodologia de digestién anaerobia de muestras

Se realiz6 un muestreo el 04 de
enero de 2019 para determinar las
condiciones iniciales del sustrato y se
realizé otro muestreo el 08 de agosto
de 2019 para evaluar la composicion
del digestado sélido y liquido. Se
agregd agua destilada tipo 2 en pro-

porciones 1:2 y 1:3 (desecho:agua).
Posteriormente, se realiz6 la biodi-
gestion anaerobia en frascos autocla-
vables Boeco, adaptando un tapén
de caucho en la tapa original para re-
colectar el biogés.
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RESULTADOS

Las asignaciones realizadas con la
asistencia de calculos quimico-cuan-
ticos, permitieron establecer un mé-
todo de cuantificacion (Comeford &
Gould, 1961; Pele et al., 2011). Las
bandas de absorcion experimentales
en el IR asignadas con la asistencia de
calculos tedricos fueron 1303 cm'
para CH; y 2964 cm para C;Hg-

C,H;, con la finalidad de monitorizar
la produccion de dichos gases durante
la biodigestion anaerobia (Figura 2).
Las curvas de calibracién de absor-
bancia versus concentracion de los
gases a ambos niimeros de ondas (v)
presentaron relaciones lineales, cuyos
pardmetros se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Pardmetros de linealidad

Pardmetro CHy C3Hg-Cy4Hqg
vlem) 1303 2964
Recta A=6,7711x10%*C,y, A=3,0566x105*Cpp,
R? 0,9921 0,9997
LD (mLm?) 4399 1065
LC (mLm?) 14665 3551
Experi mental
——C,H, (cal culado)
~— v, (CH) ——CH,, (calculado )
n-CH,, (cal culado)
——H,S(c alculado)
8,(CH)  5(CH)

Absorbancia (u.a )

| Calculado
@ J

T
3500 3000

T T T
1500 1000 500

Numeros de ondas (cm )

Figura 2. Espectro FTIR experimental en fase de gas y calculado

104




En las tablas 4 y 5 se reportan los re-
sultados del analisis de repetibilidad
y reproducibilidad aplicando el
ANOVA. Se indica el porcentaje de
variacion debido a la repetibilidad
(%CVr) y reproducibilidad (CVR), asi
como la F de Fischer con un 95 % de
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confianza y el coeficiente de Horwitz
(%CVh) para cada nivel de concen-
tracion (Miller et al., 2018). El criterio
de aceptabilidad para la repetibilidad
fue 0,5*%CVh > %CVry para la repro-
ducibilidad 0,67*%CVh > %CVR.

Tabla 4. Repetitibilidad y reproducibilidad para la calibracién de CH,

CH, (mL m) CVr(%)  CVR(%)  Fealculado®  CVh (%)
250 19.7 48,2 16,0 7.0
3000 68 1.3 64 438
12000 10 8.9 234,0 3.9
30000 03 7.3 1501,0 3.4

*Feritico=5.143 para 3 repeticiones de cada estdndar en tres dias diferentes

Tabla 5. Repetibilidad y reproducibilidad para la calibracién de C3Hg-C4H;

C3Hg-C4Hip (ML m?)  CVr (%)  CVR(%)  Fegiculado®™  CVh (%)
500 3,1 9,2 24,5 6.3
3900 53 49 05 4.6
15600 09 1.4 55 3.7
39000 03 03 0.6 33

*Feriico=5,143 para 3 repeticiones de cada estdndar en tres dias diferentes

Posteriormente, se realiz6 la diges-
tion anaerobia de tres muestras de
desechos de camal: M1, M2 y M3. La
Figura 3 muestra la produccién de

CH, durante 24 dias a temperatura
ambiente y a 50 °C, con una relacion
desechos : agua de 1:2 y 1:3.
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Figura 3. Concentracién de CH, durante biodigestion
para a) M1, b) M2, c) M3 y d) CH, maximo de cada serie de experimentos
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La caracterizacién fisicoquimica y
microbiolégica del biol y digestado
fue realizada en un laboratorio acre-
ditado (ALS-global) y se detallan en
la Tabla 6.

El andlisis estadistico para determinar
la influencia de las variables en la
biodigestién fue realizado en Stat-
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graphics ® mediante un disefo fac-
torial 3x2x2 y se muestra en la Tabla
7. Existié un efecto estadistico signi-
ficativo entre las variables de disefio
en la concentracién de CH, (funcion
respuesta) cuando el parametro p <
0,05 para un nivel de confianza del
95%.

Tabla 6. Composicion de sustrato, biol y digestado sélido

Pardmetros Unidades Método M1 M2 M3 Digestado Unidades  Biol
M37150d1:3 M3150d1:3
Nitrégeno
To?ol mg kg’ SM 4500-
-1
Kjendahl Norg ClI 13691,3 17383,7 17381,2 10300,2 mg L 371
USEPA
Potasio mg kg 3050 B, 4022,6 4776 11122 1532,3 mg L 195
7610
Carb WALKLEY
arvono % &BLACK, 2537 3665 3085 3538 . -
orgdnico
1934
USEPA
Calcio mg kg 3010 A, 15515,8 21492  2669.3 8427,8 mg L' 225
3050 B
SM 4500-P
Fésforo mg kg'! By 4500-P 621,7 201,5 5767 1214,9 mg L' 160,75
C
USEPA
Magnesio mg kg 3010 A, 637,6 5292 5672 395.3 mg L 17,66
3050 B
Potencial de USEPA
B
Hidrégeno U pH 9045D 8,29 7,69 7,48 716 mg L 7,24
Soélidos USEPA
-
Totales % 160.3 23,66 12,25 12,57 10,28 mg L 8306
USEPA
0 B
Sulfatos mg kg 375.4504 77.4 58 91,6 <50 mg L 171
Solidos % USEPA 2335 122 1249 - . -
Suspendidos
160.3
Totales
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Demanda WALKLEY
Quimica de mg kg’ &BLACK, 253700 366500 308500
Oxigeno 1934
Sélidos
Disuettos % UEPA 031 005 008 .
160.3
Totales
Humedad % N%QA' 16-77,27 87,43 90,92 89,72 .
Sélidos NMX-AA-
Secos % 16-1984 22,73 12,57 9,08 10,28 -
USEPA
3010 A,
o -1
Cobre mg kg 3050 B, 51 <50 58 26,8 mg L 0,24
EPA 7210
USEPA
Niquel mg kg'! 3010 A, 6,9 7.2 6.2 9,2 mg L' 0,06
3050 B
Arsénico mg kg'! SM3114B 03 0.3 0,29 <0,10 ug L <2,00
USEPA
Bario mg kg’ 3010 A, 36,8 54 46,3 53,2 mg L' 0,99
3050 B
USEPA
Cadmio mg kg'! 3010 A, 2,76 2,29 2,14 1,53 mg L' <0,02
3050 B
. ) USEPA ]
Mercurio mg kg’ 7471 B 0,1 <0,1 0,1 <0,10 ug L! <2,0
USEPA
Plata mg kg’ 3050 B, 2.5 <2,5 2,5 <2,5 mg L' 0,07
7760 A
USEPA
Plomo mg kg'! 3010 A, 12,4 13,9 12,9 13.8 mg L' 0,17
3050 B
USEPA
IZinc mg kg’ 3010 A, 9.7 23,4 7.1 44,1 mg L' 1.1
3050 B
USEPA
Cromo Total mg kg'! 3010 A, 12 14,8 14,7 3.8 mg L' 0,09
3050 B
USEPA
Molibdeno mg kg’ 3010 A, 125 <125 12,5 <12,5 mg L' <0,25
3050 B
SM 31208,
Selenio mg kg'! USEPA 01 <0000 0.1 <0,1 mg L' <0,010
3050 B
Coliformes NMPg'  SM 92218, 1400 7000 7000 0 NMP/100mL 2
Fecales EF
Coliformes NMP g'  SM 92218, 2800 210000 93000 0 NMP/100mL 13

Totales EF
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Huevos de NMX-AA-
) Huevosg'  113-SCFI- 1 <1 1 <1 Huevos mL"! 0
Helmintos
2012
Salmonell UFC g M 0 0 0 0 UFC mL"! 0
aimonela 9 PERFLM®

SM= Standard Methods, USEPA= United States Environmental Protection Agency, NMX=Norma Mexicana

Tabla 7. ANOVA para CHy

Pardmetros Razén -F Valor-p
A: Desecho 20845,71 0,00
B: Temperatura 10339,58 0,00
C: Dilucién 6,67 0,02
AB 1963,84 0,00
AC 342,21 0,00
BC 2,98 0,11
ABC 386,36 0,00
DISCUSION

La espectroscopia vibracional IR
brinda la ventaja de ser una técnica
no destructiva, de rapida y facil utili-
zacion. La ventaja de cuantificar va-
rios gases como CH,, CO,, C4H oy
C;Hg en mezclas complejas de gases
(Hepburn et al., 2015), promovi6 su
utilizacidn, la cual se fundamenta en
la identificacion de los modos de vi-
bracion caracteristicos de cada mo-
[écula y se asiste en la asignacion por
calculos tedricos quimico-cudnticos.
La Tabla 3 muestra la proporcionali-
dad de las relaciones absorbancia
versus concentracion de CH, y de

C;Hg-C4H; con coeficientes de co-
rrelacion (R?) cercanos a 1.

En base a los resultados obtenidos, el
rango lineal de mediciones directas
de biogas se sitGa entre los 14665 mL
m= (1,47 %V/V) y 30000 mL m
(3,00 %V/V) de CHy y entre los 3551
mL m= (0,36 %V/V) y 40000 mL m
(4,00 %V/V) de C3Hg-C4Hyq. Las di-
luciones de las muestras de biogas
(hasta FD=25) han permitido evaluar
concentraciones de hasta el 65,4 %
V/V de CH,.
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Los limites de deteccion y cuantifica-
cion obtenidos en este trabajo, per-
mitirdn aplicar este procedimiento en
la determinacion de concentraciones
de CH, en biodigestores donde las
proporciones de estos gases superan
el 1,5 %V/V incluso en las primeras
etapas de la biodigestion anaerobia
de residuos solidos (Deublein &
Steinhauser, 2008). Si bien es cierto,
existen sensores electroquimicos con
[imites de deteccion mas bajos (entre
16 y 170 mL m*) (Honeycutt et al.,
2019), la saturacion de estos senso-
res se da a concentraciones superio-
res al 5 %V/V de CH,, por lo cual se
usan principalmente en la deteccién
de explosividad y dosis letal en am-
biente cerrados. Los métodos de ana-
lisis mds usados para la cuantifica-
cién de CH, en concentraciones en-
cima del 5 %V/V son los métodos de
infrarrojo no dispersivo (NDIR) y las
camaras infrarrojas (Reinelt et al.,
2017). Respecto a la precision del
método, es necesaria su calibracion
cada vez que se vaya a realizar los
andlisis. El método desarrollado en
este trabajo presenta una precision
para CH, descrita en la Tabla 4, que
es similar en el rango lineal a la de
los sensores NDIR (entre el 7,3y 19,8
%) (Pham et al., 2013).
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La Figura 3 muestra las curvas de ge-
neracion de biogds para M1, M2 y
M3, asi como los valores maximos de
CH, generados en la biodigestién. El
tratamiento  M3T50D1:3
rumen-estiércol a 50 °C y dilucién
1:3) es la opcién que genera un bio-
gas mas enriquecido en CH, (65,4%)
después de 15 dias de digestién acor-
de a los procesos termofilicos (La-
grange, 1979). Es remarcable que el
aumento de temperatura en el pro-

(Mezcla

ceso provoca cambios sustanciales
en la velocidad de generacion del
CH,, mostrando resultados similares
a otros estudios reportados (Accettola
et al., 2008; Varnero-Moreno, 2011).

La Tabla 7 muestra los resultados del
disefio experimental aplicado, te-
niendo la concentracion de CH,
como funcién respuesta y tomando
como factores de proceso el tipo de
desecho (M1, M2 y M3), la tempera-
tura (ambiente y 50°C) y la relacion
desecho:agua (1:2 y 1:3). Se eviden-
cié que todas las variables influyen
significativamente en la produccién
de CH,. Adicionalmente, la prueba
de rangos multiples mostro que la ge-
neracion de CH, con M1 y M2 no
tiene diferencias significativas, por lo
que el estiércol en la mezcla con el




rumen favorece la produccion de un
biogds mas enriquecido en CH,. Los
resultados mostraron que la tempera-
tura es la variable que aporta la
mavyor influencia en la produccién de
CH,. Las bacterias metanogénicas
prefieren un medio con temperaturas
mayores a 30 °C. Valores debajo de
los 15 °C disminuyen la produccién
de CH, por reduccién de la pobla-
cién metanogénica y aumenta la di-
solucién de gases en el agua. A
temperaturas mayores a 15 °C, la so-
[ubilidad de los gases disminuye,
siendo un efecto positivo para los mi-
croorganismos ya que disminuye el
riesgo a ser expuestos a gases toxicos.
Sin embargo, gases como el CO, que
proporciona alcalinidad al medio
también disminuye, lo que provoca
un aumento del pH generando efec-
tos de inhibicién en ambientes con
altas concentraciones de amoniaco.
Los microorganismos necesitan que
el pH y la temperatura sean controla-
dos y constantes en cada etapa me-
tabdlica, tal es el caso que, si existen
cambios de temperatura de +0,5 °C,
el proceso de biodigestion se deses-
tabiliza (Tezel et al., 2011).

Si bien la dilucién del desecho afecta
al proceso, estd variable puede ser
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excluida dependiendo del tipo de de-
secho como lo detallan los resultados
6ptimos de concentracién de CH, en
M1 y M2. La actividad anaerobia
opera en mejores condiciones con
un nivel de sélidos totales entre el 8
y 12 % en digestores semicontinuos
y entre un 40 y 60 % en digestores
discontinuos (MINENERGIA et al.,
2011).

Finalmente, en la Tabla 6 se eviden-
cia que las muestras de desechos de
camal reunieron las condiciones ade-
cuadas de pH, sélidos totales y la re-
lacion C/N (30/1), para realizar el
proceso de degradacién anaerobia,
obteniendo resultados favorables en
la produccién de biogas. La literatura
reporta que el uso de biol y digestado
s6lido obtenido por digestion anae-
robia mejora la calidad de los suelos
debido al aumento de biomasa mi-
crobiolégica y la introduccién de fos-
foro y nitrégeno asi como la reduccién
de la densidad del suelo y el au-
mento de la conductividad hidraulica
(Nkoa, 2014).

El contenido de macronutrientes en
el digestado sélido, obtenido de la
muestra M3T50D1:3, fue comparado
con estiandares alemanes sobre la
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composicion de fertilizantes organi-
cos (al menos de 0,5 % de N, 0,3 %
de Py 0,4 % de K), mostrando que el
digestado sélido requiere la adicion
de fertilizantes minerales para ejercer
una influencia significativa en el
suelo. El nivel de metales pesados en
el digestado sélido y el biol cumplen
con los limites permisibles de biosé-
lidos aplicables como acondicionan-
tes de suelo expuestos en normativas
norteamericanas (CFR-US, 1993).
Respecto a los pardmetros microbio-
l6gicos se logré una reduccién del

99,9 % de coliformes fecales y totales
en el biol y digestado sélido de la
muestra M3T50D1:3, por lo que la
biodigestiéon termofilica tiene un
efecto significativo en la disminucion
de patégenos.

Con estos resultados se puede decir
que tanto el biol como el digestado
s6lido pueden ayudar a mejorar las
caracteristicas fisicoquimicas de los
suelos y disminuir el uso de fertili-
zantes sintéticos

CONCLUSION

El método desarrollado, mediante es-
pectroscopia FTIR, para la cuantifica-
cion de CH, y C3Hg-CyHyy en
muestras de biogds es satisfactorio,
sin embargo, su utilizacion esta res-
tringida a la calibracién cada vez que
se vaya a ejecutar la determinacion
experimental.

El proceso de digestion anaerobia de
desechos del camal del DMQ tiene
la potencialidad de generar biogas. El
tipo de desecho y la temperatura son
factores fundamentales que mejoran
el rendimiento, obteniéndose que
una mezcla de rumen-estiércol bo-
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vino, sometida a una temperatura de
50 °C pueda generar biogds enrique-
cido hasta en un 65,4 % V/V poste-
rior a 15 dias del inicio de la
biodigestion.

Mediante el andlisis fisicoquimico y
microbiolégico del digestado sélido
y biol obtenido, se determiné que es-
tos productos cumplen con los linea-
mientos relacionados a biosélidos
para su posible aplicacién como
acondicionantes de suelo y fertilizan-
tes con la ayuda de otros fertilizantes
minerales.
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RESUMEN

Se presenta una propuesta para el ajuste empirico de curvas correspondientes
a transiciones de fase en mediciones obtenidas por Andlisis Térmico Diferencial
(ATD). La familia de funciones que se plantean para el ajuste se conoce como
funciones Gumbel; estas funciones tienen caracteristicas de asimetria que se
asemejan a las de los picos tipicos de ATD, a diferencia de funciones simétricas
usualmente utilizadas para el ajuste de picos, como Gaussianas o Lorentzianas.
El proceso de ajuste se llevo a cabo con mediciones de ATD realizadas en
muestras de compuestos In,Mn,_,Sb, los cuales exhiben la presencia de dos
fases; InSb y MnSb, en las que dependiendo del valor de x se observan transi-
ciones de fase que pueden ser o no simultdneas en temperatura. Al trabajar con
curvas de transiciones de fase individuales, las funciones de Gumbel ajustan
las curvas con coeficientes de correlacion lineal (R?) superiores a 0,98, tanto
para transiciones de fusién como para transiciones de solidificacién, lo que
evidencia el correcto ajuste de los datos experimentales. Se demuestra la valia
de este tipo de ajustes al ser empleados en un sistema donde existen transicio-
nes de fase simultaneas en temperatura, en este caso se muestra como, con las
funciones de Gumbel, es posible separar estas sefales superpuestas. Una vez
separadas se podria tener acceso a informacion como la temperatura de tran-
sicion o a la entalpia de transformacién de cada uno de los compuestos pre-
sentes en la mezcla, algo que actualmente es muy complicado de hacer para
sefiales simultaneas de ATD.

ABSTRACT

We present a proposal for the empirical fit of curves corresponding to phase
transitions in measurements obtained using Differential Thermal Analysis (DTA).
The family of functions for fit is known as the Gumbel functions. These functions
have asymmetrical characteristics that resemble those of typical DTA peaks, dif-
ferent from the symmetrical functions usually used for the adjustment of peaks
(such as Gaussian or Lorentzian). The adjustment process was performed with
DTA measurements carried out with samples of In Mn;_,,Sb compounds, which
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show the presence of two phases, InSb and MnSb. In these phases, depending
on the value of x, phase transitions are observed that may or may not be simul-
taneous in temperature. When working with individual phase transition curves,
Gumbel functions fits the curves with linear correlation coefficients (R?) higher
than 0.98 —for both fusion and solidification transitions— which demonstrates
the experimental data’s proper fit. This type of fit's value is demonstrated by its
use in a system where there are simultaneous phase transitions in temperature.
In this case it is shown how, with the Gumbel functions, it is possible to separate
these superimposed signals. These independent signals may provide access to
information such as the phase transition temperature and the enthalpy of trans-
formation for each of the compounds present in the mixture, something pre-
sently difficult to attain in simultaneous DTA signals.

INTRODUCCION

El Anélisis Térmico Diferencial (ATD)
es una técnica de amplio uso para la
caracterizacion de materiales sélidos,
se basa en la comparacién entre las
temperaturas de la muestra en estu-
dio y un material referencial inerte
con una capacidad calérica similar,
mientras ambas experimentan un
proceso de intercambio de calor
(Akash & Rehman, 2020; Skoldkova,
Prdsa, & Novak, 2020). Cuando la
muestra experimenta alguna reaccion
o transformacién, y la tasa a la que se
modifica su temperatura es alterada,
la diferencia entre las dos temperatu-
ras es evidenciada como una sefal
en el termograma obtenido. Asi, si se

produce un proceso endotérmico du-
rante el calentamiento de la muestra
(una fusién, por ejemplo), ésta redu-
cird su velocidad de calentamiento
mientras ocurre dicho proceso, gene-
rando un pico de ATD. Un cambio en
la capacidad calérica o la conducti-
vidad térmica del material producira
cambios en la pendiente de la sefal
(Akash & Rehman, 2020; Charsley et
al., 2019; Kramer, 1992).

Este Gltimo elemento es definitorio
para las sefiales de ATD; si la mues-
tra, a lo largo del proceso de calenta-
miento o enfriamiento, experimenta
cambios de fase, la capacidad calé6-
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rica de ésta, muy probablemente sera
diferente antes y después del pro-
ceso, por lo que normalmente los
picos asociados tienden a ser marca-
damente asimétricos, presentando
pendientes diferentes en cada uno de
sus flancos (Akash & Rehman, 2020;
Janssen, Nicasio, Dudley, Xia, & Si-
monson, 2020; Kramer, 1992).

La funcion principal de un andlisis
por ATD es identificar procesos tér-
micos; en procesos endotérmicos (fu-
siébn, vaporizacién, sublimacion,
desorcion o cambios de fase crista-
lina), la temperatura de la muestra
serd inferior a la de la referencia, por
lo que se observaran picos hacia
abajo en la senal, mientras que para
procesos exotérmicos (absorcion, nu-
cleacion, cristalizaciéon, o cambios
en fases metaestables), se observaran
picos hacia arriba (Akash & Rehman,
2020; Charsley et al., 2019; Kramer,
1992; Verma, Devi, Sharma, & Jen-
sen, 2011). En cualquiera de los
casos, el area bajo la curva tempera-
tura — tiempo para cada una de estas
sefales estara dada por la entalpia de
transformacién correspondiente al
proceso suscitado (Akash & Rehman,
2020; Borchardt & Daniels, 1957;
Charsley et al., 2019).
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Cuando la muestra en estudio con-
siste en la mezcla de dos o mas fases,
los termogramas de ATD suelen exhi-
bir un nimero igual o menor de se-
fales, correspondientes a las transfor-
maciones (quimicas o fisicas) ocurri-
das en cada una de ellas. Dado que
muchas veces estas sefiales ocurren
en intervalos de temperatura simila-
res, se recurre a reducir considerable-
mente la velocidad de calentamiento
y asi lograr que las transiciones no se
superpongan entre si.

Esta metodologia trae consigo dos li-
mitantes; en primer lugar, esta demos-
trado que al incrementar la velocidad
de calentamiento el desfase entre la
temperatura de la referencia y la tem-
peratura de la muestra se incrementa,
mejorando la sefial en el ATD, por lo
que al reducir la rapidez del calenta-
miento se puede perder informacion.
Esto crea un compromiso al momento
de escoger la tasa de calentamiento
adecuada para el estudio (Akash &
Rehman, 2020; Kramer, 1992).

La segunda limitante esta en la natu-
raleza intrinseca del compuesto, en
donde las fases pueden estar intima-
mente ligadas (como por ejemplo en
mezclas eutécticas de sistemas bina-
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rios con miscibilidad total en las fases
liquida y sélida) donde es imposible
obtener senales independientes para
las transformaciones ocurridas (Jans-
sen et al., 2020; Kramer, 1992).

La funciéon de distribucion de Gum-
bel

La funcién de distribucion de Gum-
bel (Gumbel, 1954) es una distribu-
cion de densidad de probabilidad,
comlnmente utilizada para el estu-
dio de la distribucion de valores ex-
tremos dentro de un conjunto de
datos (Chang, 2015; Hershfield,
1973), se utiliza, por ejemplo, para el
estudio de picos de pluviosidad o ni-
veles maximos de rios, tamafios ex-
tremos en una poblacién o valores
minimos o maximos en andlisis fi-
nancieros, entre mucha otras aplica-
ciones (Chang, 2015; Gorgoso—Vare-
la & Rojo—Alboreca, 2014; Gumbel,
1954; Hershfield, 1973; Nadarajah,
2006). Dado que es una funcién que
estudia valores extremos, se caracte-
riza por su alta asimetria (Chang,
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2015), como seria de esperar para va-
lores extremos, se obtienen distribu-
ciones de colas largas hacia la
izquierda y caidas abruptas a la de-
recha para distribuciones de valores
minimos (Figura 1) y, el caso opuesto
(colas largas a la derecha y una caida
rapida a cero para la derecha) para
las distribuciones de valores maxi-
mos (Chang, 2015; Gorgoso—Varela
& Rojo-Alboreca, 2014; Gumbel,
1954).

La funcién de densidad de probabili-
dad de Gumbel estd dada por la
ecuacion (1):

F6= %eXp {eXPH%H{x?J} (1)

donde a y B son respectivamente los

pardmetros de localizacion y escala
de la funcioén, y, es un pardmetro de
ajuste vertical. En la Figura 1, se
puede observar cémo se modifica la
forma de la curva ajustando los valo-
res de estos parametros.
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Figura 1. Funcién de Gumbel para distribucién de minimos (generada en Wolfram
Alpha), tomando tres valores diferentes de los pardmetros a.y .
Se puede observar la asimetria de la funcién en su cola larga hacia la izquierda y
cémo se puede ajustar su centro ajustando el parametro o

El objetivo del presente trabajo es uti-
lizar las caracteristicas de asimetria
de las funciones de Gumbel, para re-
alizar ajustes empiricos de los picos
correspondientes a sefiales de anali-
sis térmico diferencial (ATD). De esta
forma se pueden deconvolucionar

picos de mezclas de sustancias que
presenten transiciones de fase en in-
tervalos similares de temperaturas, y
asi se podria suministrar informacion
de lo que ocurre individualmente en
cada uno de los constituyentes de la
muestra en estudio.

MATERIALES Y METODOS

Para implementar las funciones Gum-
bel en el ajuste de picos de ATD, se
realizaron medidas sobre una mues-
tra de InSb con incrustaciones de
MnSbh en dos proporciones diferen-
tes: Ing goMng 0Sb y Ing 9oMng 14Sb.
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La insercion de Mn en semiconduc-
tores de la familia 1lI-V (como el InSb)
se ha ido desarrollando en los ulti-
mos anos, con la intencién de fabri-
car semiconductores con propiedades
magnéticas para aplicaciones en es-
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pintrénica, dirigidos principalmente
a su uso en computacién cudntica,
para la cual se estan desarrollando
semiconductores magnéticos dilui-
dos (DMS por sus siglas en inglés) de
alta temperatura de Curie (TC) (Aws-
chalom, Loss, & Samarth, 2013; Ka-
& Sato, 2003).
Justamente es la alta TC de estos ma-
teriales (TC = 173 K), lo que los hace
especialmente Utiles para aplicacio-
nes como comunicacioén satelital o
circuitos integrados (Liu, Li, & Zeng,
2010).

tayama-Yoshida

Las muestras fueron preparadas a
partir de una mezcla de elementos
respetando las proporciones este-
quiométricas del compuesto deseado
y utilizando las cantidades para ob-
tener un lingote de 4 g. Se utiliz6
indio (In) en trozos con un grado de
pureza de 99,999 %, antimonio (Sb)
en granos con un grado de pureza de
99,9999 % y manganeso (Mn) con
un grado de pureza de 99,99 %. Los
materiales fueron colocados en una
capsula de cuarzo con calidad para
semiconductores, tratada adecuada-
mente para evitar la presencia de im-
purezas. Las paredes internas de la
capsula fueron cubiertas con grafito
para evitar la presencia de fracturas
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en el lingote por la adhesién de éste
al cuarzo. Los elementos se agrega-
ron en la capsula grafitada para colo-
carla en un sistema de alto vacio
(~10° torr) por 24 horas antes de ser
sellada. Para la elaboracion del pro-
grama de sintesis se tomo en cuenta
los puntos de fusion de los elementos
constituyentes y las transiciones de
fase en el proceso de enfriamiento
controlado. Se calent6 desde la tem-
peratura ambiente (~25 °C) hasta
1150 °C a 10 °C/h, manteniéndose
esta temperatura por 36 horas, agi-
tando la capsula varias veces mien-
tras transcurria este periodo de
tiempo, para que los elementos ya
fundidos (In y Sb) se mezclen ade-
cuadamente y se forme antimoniuro
de indio en fase liquida. A pesar de
que la temperatura a la cual es lle-
vada la muestra inicialmente no al-
punto de fusién del
manganeso (~1260 °C) éste es incor-
porado a la muestra mediante difu-
si6n, terminando asi la etapa de

canza el

calentamiento. Se enfrié el horno
hasta 500 °C a 5 °C/h pasando asi por
las posibles transiciones de fase que
pudiera presentar el compuesto ya
formado. Una vez que el horno llega
a 500 °C, se realiz6 un recocido tér-
mico (annealing) durante 96 horas.
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Para verificar la presencia de ambas
fases se realizé un estudio de difrac-
cién de rayos X sobre las muestras; se
realizé difracciéon de rayos X en
polvo a temperatura ambiente, lle-
vada a cabo en un difractémetro PA-
Nalytical X'Pert PRO con anodo de
cobre (A= 1,54060 A) y geometria
Bragg-Brentano. La medida se realiz6
en el intervalo de 26 entre 5° y 100°
con un paso de 0,0170°, mientras
que el tiempo de toma de medidas
fue de 1,9050 s/paso.

Para el andlisis térmico diferencial se
empled un equipo marca Shimadzu,

modelo DTA-50, dotado con termo-
pares tipo Pt-Pt/10 %Rh, controlado
por un computador por medio del
Software TA-60WS. La muestra tritu-
rada es introducida en una capsula
de cuarzo sellada al vacio (~10*torr),
con el fin de minimizar la oxidacion
y la pérdida de material al momento
de monitorear la muestra. Se tomaron
las previsiones para obtener el mejor
contacto térmico posible entre el ter-
mopar y el portamuestra. Como refe-
rencia inerte se utiliz6 polvo de
alimina (Al,O3) de alta pureza, en-
capsulado en condiciones idénticas
a las anteriores.

RESULTADOS

Andlisis de rayos X

En el analisis del patrén de difraccién
de rayos X en polvo (Figura 2), se uti-
lizé el programa WinPLOTR (Roisnel
& Rodriquez-Carvajal, 2001) para
leer las posiciones 26 de los picos y
obtener los indices de Miller, la es-
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tructura cristalina y las figuras de mé-
rito.

La indexacion mostré una fase mayo-
ritaria con estructura cubica tipo
zincblenda (ZnS). Otras fases fueron
encontradas (Figura 2, 26 = 29 y 45
grados) correspondiendo a MnSb.
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Figura 2. Difractograma mostrando los indices de Miller (hkl)
de las reflexiones del compuesto InSb dopado con Mn en el lingote de InSb/MnSb.
Los picos marcados con * corresponden a MnSb rico en Sb

Mediciones de ATD

Las medidas de ATD se realizaron en
corridas de 15 °C/min para el
Ing,goMng 0Sb y 10 °C/min para el
Ing,9oMng 10Sb. La Figura 3 muestra
las sefales de ATD para los dos com-
puestos empleados. En la Figura 3a,
que representa el termograma para
para el Iny goMng ,,Sb, se pueden ob-
servar las transiciones de fase tanto
en calentamiento (fusidén) como en

enfriamiento (solidificacion) para
ambos compuestos (InSb y MnSb),
ubicandose como pares de picos
tanto en la region de temperatura as-
cendente como en la descendente.
Por el contrario, en la Figura 3b
(Ing 9oMng 1oSb), se observa un solo
pico en la regién de calentamiento,
mientras que en la de enfriamiento se
observan los dos picos, pero mucho
mas cercanos en comparacion con la
Figura 3a.
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Figura 3. Sefiales de ATD para Ing ggMng 20Sb (a) y Ing 9oMng ;0Sb (b).
La linea azul corresponde al valor de temperatura en la cdmara
y la roja a la senal diferencial

Cuando se sospecha de la presencia
de picos superpuestos, como es el
caso de la Figura 3 (tanto a como b),
la opcion experimental consiste en
reducir la velocidad del barrido tér-
mico. Esto, como se menciond en la
introduccién, permite separar este
tipo de sefiales a expensas de la cali-
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dad de éstas. En la Figura 3b, se
muestra el ensayo con la menor tasa
de calentamiento/enfriamiento posi-
ble. Se puede observar cémo, para el
Ing 9oMng 10Sb, aun cuando se estu-
dia a muy baja velocidad de barrido
es imposible lograr separar sefnales
que si estan evidentemente separadas
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en el caso del InggoMng,,Sh, aun
cuando es corrido a una velocidad
mavyor. Es en estas situaciones donde
la propuesta del presente trabajo
gana valor.

Para verificar si en el pico de calen-
tamiento del IngqoMng 1oSb (Figura
3b) se estd dando una transicion de
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fase simultdnea para ambos com-
puestos, se estudia la derivada de la
sefial de ATD, la cual puede ser ob-
servada en la Figura 4, donde se pre-
senta en detalle la seccién correspon-
diente al calentamiento de la muestra
(Figura 4b), observandose la presen-
cia de un doble pico en la derivada
temporal de la sefal.

Figura 4. (a) Senal de ATD para el Ing goMng 14Sb.
La linea verde representa la derivada temporal de la seial de ATD (d(ATD)).
La Figura 4b muestra el detalle marcado en el rectdngulo azul en (a)
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Ajustes por funciones de Gumbel

Valiéndose de que los picos corres-
pondientes a las transiciones de fase
de los dos materiales se encuentran
claramente diferenciados para el
Ing,s0Mny 50Sb (Figura 3a), se emplea-
ron funciones de Gumbel para ajus-
tar estos picos y probar la efectividad

de éstas para tal fin. La Figura 5 pre-
senta un pico en la transicién de fu-
sion (calentamiento, Figura 5a) y uno
en la transicion de solidificacion (en-
friamiento, Figura 5b) para el ATD
correspondiente al Ing goMng ,0Sb,
cada uno con su respectivo ajuste
empleando una funcién de Gumbel.

Figura 5. Detalle de los picos correspondientes a una transicién de fase Unica
de calentamiento (a), y de enfriamiento (b), para el Ing ggMng 55Sb.
Los puntos corresponden a datos experimentales, la linea roja corresponde
al ajuste realizado con funciones de Gumbel, para (a), «=118s, = 27,38 s,
R2=0,984, y para (b), «=5504s, =11,24s", R2=0,993
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Como ya se ha mencionado, las me-
diciones de ATD no son solo dtiles
para determinar procesos térmicos en
un material, sino que, a partir del
area bajo la curva de estos picos, y
disponiendo de estandares de alta
pureza para la calibracion del equi-
po, es posible determinar la entalpia
de fusién (solidificacion) de los ma-
teriales en estudio (Borchardt & Da-
niels, 1957). Esta informacion es de
particular interés si se desea, por
ejemplo, estimar costos de produc-
cién en procesos industriales. Al co-
nocer la energia necesaria para
inducir la transformacién deseada de
cada gramo de material, se puede
tener idea del costo en energia (y por
tanto en dinero) que conllevara su
produccién en masa. En este punto
gana importancia la utilizacién de las
funciones de Gumbel, ya que par-
tiendo de que las sefiales correspon-
dientes a los cambios de fase (super-
puestas) siguen este comportamiento,
se podran identificar los dos picos su-
perpuestos y posteriormente determi-
nar las respectivas areas. La Figura 6
muestra el resultado de aplicar las
funciones de Gumbel para ajustar el
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pico obtenido experimentalmente en
la transicién de calentamiento para el
Ing,9oMng 10Sb, el cual contiene de
forma superpuesta la contribucién de
las senales del InSb y el MnSh, per-
mitiendo obtener informacién acerca
de las dos transiciones de fase por se-
parado.

Para poder determinar entalpias de
fusion de los compuestos ( A#), se
emplea el modelo de Borchardt-Da-
niels (Borchardt & Daniels, 1957), en
el cual, si se considera que no hay
cambios en la capacidad calorifica
de los materiales durante el cambio
de fase, la entalpia de fusién de un
material serd proporcional al drea ba-
jo la curva del pico correspondiente
durante el proceso de transforma-
cion, esto se resume en la ecuacién

(2):
AH = —Kjt"’ ATdt=—KA  (2)

donde A sera el area bajo la curva y
K una constante de calibracion para
el equipo de ATD utilizado, que de-
pende del valor de temperatura ma-
xima del pico.
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Figura 6 Detalle del pico de calentamiento para el Ing 9oMng 14Sb, donde ya se ha
detectado las transiciones de fase simultdneas. La linea verde corresponde a los
datos experimentales de ATD, las lineas roja y negra corresponden a las dos sefales
separadas InSb y MnSb respectivamente y, la naranja a la suma de estos dos ajustes
(R2=0,992). En el inserto se detallan las dreas consideradas para cada sefal aislada

Partir de que el material no cambia
su capacidad calérica durante el
cambio de fase es un supuesto no ne-
cesariamente cierto, para subsanar
esto se implementé el método pro-
puesto por Cavalguera y colaborado-
res (Clavaguera, Clavaguera-Mora, &
Fontana, 1998) en el que, a partir de
un método iterativo, plantea la subs-
traccion a la senal de una linea base
que depende de la fraccién de mate-
rial transformado (y que ha cambiado
su capacidad caldrica).
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A partir de la informacion de tempe-
ratura en el ATD y la deconvolucién
lograda por medio de los ajustes, se
pueden determinar las temperaturas
a las cuales se obtienen los picos
para el MnSb y el InSb, obteniéndose
respectivamente: Tmnsb = 509 °C y
Tinsb = 528 °C. Finalmente siguiendo
el método antes propuesto para com-
pensar el cambio en la capacidad ca-
lorifica (Clavaguera et al., 1998), se
determinaron las lineas base y se cal-
cularon las areas bajo las curvas utili-
zando métodos discretos implemen-
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tados en Python. Las areas determi-
nadas, con sus respectivas lineas base
pueden ser observadas en el inserto
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de la Figura 6, donde se obtuvo para
el InSh. Amnsb = 7318,14 uV-s y para
el de MnSb, Amnsb = 3678,64 uV-s.

DISCUSION

Analisis de rayos X

En la Figura 2 se muestran los indices
de Miller de las reflexiones indexa-
das, correspondientes al InSb dopado
con Mn. Se obtuvo una figura de mé-
rito M (10) = 680 (Razeghi, 2004;
Verma et al., 2011). Las reflexiones
no indexadas pueden ser atribuidas
al MnSb rico en antimonio (Novotort-
sev etal.,, 2011).

Senales de ATD simultdneas

El doble pico para la derivada de la
senal de ATD (Figura 4b) evidencia
dos tasas cambio diferentes en la ve-
locidad de calentamiento de la mues-
tra, lo que indica la presencia de dos
transiciones de fase, donde una de
mayor intensidad (asociada a la fu-
sién del InSb) apantalla la sefial de la
segunda (asociada a la fusién de los
agregados de InMn).

Ajustes por funciones de Gumbel

Para el pico de calentamiento presen-
tado en la Figura 5a, la curva de
datos es ajustada con un coeficiente
de correlacion R? = 0,984, mientras
que para la curva de enfriamiento
presentada en la Figura 5b el ajuste
arrojé un coeficiente de correlacion
R? =0,993. Ambos valores del coefi-
ciente de correlacién indican que las
funciones de Gumbel son bastante
adecuadas para modelar la forma de
los picos de ATD, esto también se
evidencia en los dos gréficos de la Fi-
gura 5, donde las lineas de ajuste se
cifien a los datos experimentales.

En la Figura 6 se pueden evidenciar
dos picos de tamafio muy diferente
(altura y area), lo que sugiere la pre-
sencia de un material en mayor pro-
porcién que otro, resultado que era
de esperar a partir de la informacion
obtenida de la Figura 3, donde los
picos estaban claramente separados,
o si simplemente se considera la pro-
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porcién mayor en que se encuentra el
InSb frente al MnSb. Todo esto sugiere
que los picos deconvolucionados, a
partir de las funciones de Gumbel si
son representativos de lo que ocurre
en el material durante el proceso de
trasformacion (fusion en este caso).

No es intencion de este trabajo ex-
plorar los valores para las entalpias
de los compuestos en estudio, ya que
estos son utilizados tGnicamente co-
mo modelos para demostrar las bon-
dades del uso de las funciones de

Gumbel en el andlisis de picos de
ATD, adicionalmente, analizar este
tipo de resultados implicaria un co-
nocimiento mas profundo de las ca-
racteristicas quimicas y estructurales
de cada compuesto y, de cémo sus
diferentes fases interactdan entre si,
lo que requeriria del analisis por otras
técnicas que provean informacién
adicional, como microscopia electré-
nica con técnicas como barridos con-
vencionales o electrones retrodisper-
sados, lo cual se desvia del objetivo
principal de este trabajo.

CONCLUSION

Se ha encontrado que la funcién de
Gumbel ajusta correctamente la
forma con gran asimetria de las cur-
vas de ATD obtenidas para las alea-
ciones estudiadas. Esto permite la
separaciéon de procesos simultineos
y el calculo de valores asociados a
cada proceso. Los coeficientes de co-
rrelacion lineal (R?) obtenidos son su-
periores a 0,98, estos altos valores
obtenidos para R?* indican que las
funciones representan muy bien ma-
tematicamente el contorno de los
picos de ATD trabajados.
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Al disponer de una forma matematica
adecuada para representar los picos
de ATD, se pueden emplear estas fun-
ciones para deconvolucionar senales
de ATD que sean producto de multi-
ples transiciones de fase, que ocurran
en intervalos de temperatura simulta-
neos y que normalmente son enmas-
caradas unas con otras. Esto permite
obtener informacion, como las dreas
de los picos o la temperatura de cam-
bio de fase de cada compuesto, infor-
macién que actualmente es de muy
dificil acceso en el caso de compues-
tos mezclados con transiciones de
fase simultaneas.
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RESUMEN

Se obtuvo quitina a partir del exoesqueleto de camarén, con un rendimiento
del 27,5 %, identificindose los valores promedio para desmineralizacion y des-
proteinizacion 97,80 = 3,13 % (p/p) y 32,18 = 0,14 % (p/p), respectivamente.
El biopolimero obtenido se caracteriz6 por espectroscopia infrarroja con la pre-
sencia de bandas de estiramiento de los enlaces -OH a 3386 cm™', -NH a 3124
cm', -C=0 a 1644 cm™ ademas de las absorciones caracteristicas de enlaces
~Cgp3H de la cadena carbonada, mismas que coinciden con la estructura de
la unidad repetitiva del biopolimero. La quitina se obtuvo como un sélido de
color blanco en forma de ldminas, insoluble en agua y en acidos diluidos, so-
luble en acido clorhidrico concentrado y con un peso molecular de 202,978 +
1,235 g/mol. El polimero, se comporta como coagulante—floculante de sélidos
suspendidos en agua, produciendo reduccion en los niveles de turbidez. Con
concentraciones experimentales entre 0,15-0,45 ppm de quitina, se observan
descensos en la turbidez que de acuerdo a los correspondientes célculos te6-
ricos se encuentran entre 7,55-50,27 %, obteniéndose el valor maximo de
55,84 % en el descenso de turbidez con 0,37 ppm de quitina. Asi, este biopo-
limero se comporta como coagulante-floculante y produce reduccién en los
niveles de turbidez, esta caracteristica lo convierte en una alternativa valida
para disminuir el uso de compuestos de probada toxicidad en el tratamiento
de aguas superficiales para consumo humano.

ABSTRACT

Chitin was obtained from shrimp exoskeleton, with a yield of 27.5 %, identif-
ying the average values for demineralization and deproteinization with a weight
percentage of 97.80 + 3.13 % and 32.18 + 0.14 % respectively. The biopolymer
obtained was characterized by infrared spectroscopy with the presence of link
stretch bands —-OH at 3386 cm™', -NH at 3124 cm™, -C = O at 1644 cm™ in
addition to the characteristic absorptions of bonds —C,3H of the carbon chain,
which match the structure of the repeating unit of the biopolymer. Chitin was
obtained as a white solid in the form of sheets, insoluble in water and diluted
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acids, soluble in concentrated hydrochloric acid and with a molecular weight
of 202.978 + 1.235 g/mol. The polymer behaves as a coagulant-flocculant of
solids suspended in water, producing a reduction of turbidity levels. In experi-
mental concentrations between 0.15-0.45 ppm of chitin, decreases in turbidity
are observed, which according to the corresponding theoretical calculations
are between 7.55-50.27 %; obtaining the maximum value of 55.84 % in the
decrease of turbidity with 0.37 ppm of chitin. Thus, this biopolymer behaves as
coagulant-flocculant and produces reduction in turbidity levels; this characte-
ristic makes it a valid alternative to reduce the use of compounds of proven to-
xicity in the treatment of surface waters for human consumption.

INTRODUCCION

La industria camaronera de Ecuador — -
procesa el camarén de tal manera
que utiliza Gnicamente las colas para - NH

su exportacion. La parte desechada %mgwﬂ
es el cefalotérax. En promedio la NH

composicion del cefalotérax de ca-
marén contiene quitina 27 %, pro- - -
teina 40 %, carbonato de calcio 30
% y carotenos 3 %. Todos estos ele-

Figura 1. Unidades repetitivas de quitina

mentos son considerados materias
primas renovables con un amplio po-
tencial industrial, principalmente la
quitina (Figura 1) que es el segundo
polimero natural mds abundante des-
pués de la celulosa y esta formado
por unidades de N-acetil-D-glucosa-
mina (Restrepo & Guarin, 2004).

(Veldsquez, 2003)

El proceso de obtencién de quitina
consiste en lograr la desmineraliza-
cién—desproteinizacién del exoes-
queleto de camarén, después de lo
cual se obtiene una amida insoluble
en agua y en acidos diluidos (Wade,
2012).
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La caracterizacion de la quitina se
realiza mediante la determinacion de
su peso molecular medio y del con-
tenido de nitrégeno; asi como tam-
bién mediante la identificacion de las
bandas de absorcion de los grupos
amido mediante espectroscopia in-
frarroja.

A partir de la quitina se pueden ob-
tener derivados solubles en agua co-
mo: acetatos, cloruros y sulfatos, por
tratamiento de ésta con acidos (L6-
pez, 2012), los mismos que podrian
ser utilizados en procesos de potabi-
lizacion de agua para consumo hu-
mano (Velasquez, 2003).

El peso molecular de la quitina esta
directamente relacionado con el ta-
mafio del biopolimero, —aspecto que
facilitara su sedimentacion en agua—
mientras que el contenido de nitr6-
geno se relaciona con la posibilidad
de generar puntos catiénicos en la
molécula, los cuales desestabilizan la
carga superficial de los coloides.

El proceso central en el tratamiento
de aguas crudas para consumo hu-
mano —en su mayoria aguas superfi-
ciales— consiste en la remocion de
materiales de naturaleza coloidal
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tales como arcilla, limo y lodos. La
eliminacién de los materiales rema-
nentes se logra con la utilizacion de
coagulantes, asi como de coadyuvan-
tes de floculacion.

Tradicionalmente los productos que
se han usado con mayor frecuencia
son sales metélicas tales como sulfato
de aluminio, cloruro férrico y sulfato
ferroso.

La coagulacién es el método que per-
mite la remocién de particulas coloi-
dales y suspendidas, durante el
proceso de clarificacion, ademds de
que reduce la turbidez del agua, ge-
nera una reduccién parcial de color,
de la carga bacteriana (Matilainen et
al., 2010) y de un cierto rango de
virus (Kelderman & Kruis, 2001).

Actualmente, el coagulante mas uti-
lizado para tratamiento del agua su-
perficial es el sulfato de aluminio
multihidratado (Solis et al., 2012). Se
utilizan diferentes concentraciones
de la sal de aluminio que posibilitan
la reduccion rapida de la turbidez. La
Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), recomienda el uso de sales
de aluminio en funcién de las dife-
rentes necesidades generadas por las
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diversas calidades de agua cruda, es-
pecificandose para plantas pequefias
el uso de hasta 0,2 mg/L (Organiza-
cién Mundial de la Salud, 2003). El
uso de sales de aluminio, ha gene-
rado problemas que varian desde el
alto costo de operacion de las plantas
—el costo del uso de aluminio varia
entre el 55 % y 60 % del costo total
del tratamiento— (Nieves & Ramoén,
2014), hasta la presencia de residuos
de aluminio en el agua tratada que
representan riesgos para la salud del
consumidor (Tostado, 2014).

En el agua, las particulas coloidales
estan cargadas negativamente, razén
por la cual, para su remocion se pro-
cede a la adicion de iones cargados
positivamente como Al** con lo que
se rompe la repulsién existente entre
ellas. Una vez desestabilizadas las
particulas comienzan a aglomerarse

(Litopenaeus vannamei) COMO COAGULANTE — FLOCULANTE
EN AGUAS DE BAJA TURBIDEZ
Rosero et. al., 135—-151

hasta formar fléculos, que pueden se-
dimentarse facilmente. Es en este mo-
mento cuando conviene agregar
polimeros organicos, sintéticos o na-
turales, para fortalecer la formacion
de fléculos (Breemen, 2001). En esta
etapa del proceso el uso de biopoli-
meros como la quitina es una opcion
conveniente, debido a su insolubili-
dad en agua (Marmol et al., 2011) y
su capacidad de producir flocula-
cion.

De esta manera, es importante definir
el rango de concentracién de quitina
que permita la mayor disminucién de
los niveles de turbidez, como conse-
cuencia del aporte del biopolimero a
la floculacién; asi como también de-
finir la posibilidad de que la quitina
sea utilizada en las dos etapas de eli-
minacién de los sélidos: coagulacién
y floculacion.

MATERIALES Y METODOS

Tratamiento preliminar de la muestra

Se limpié manualmente el exoesque-
leto de camarén retirando toda la
materia orgdnica adherida, se lavé
con agua destilada tipo I. La muestra

fue escaldada por tres minutos y se-
cada en una estufa de conveccion
BINDER a 40 °C, hasta lograr consis-
tencia fragil. El sélido seco se moli6
y tamizé en malla 20. Se extrajo la
fase lipidica con una mezcla ace-
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tona:agua (9:1) (v/v), hasta lograr la
decoloracién total.

Obtencién de quitina

El sélido desengrasado se desminera-
lizé con agitacion constante, a reflujo
con acido clorhidrico en una rela-
cién muestra: acido 1:10 (p/v). Se
analizaron los efectos de los factores:
tiempo de calentamiento (t), tempe-
ratura (T) y concentracién de acido

clorhidrico (C), sobre la disminucion
de la concentracién de calcio. Se uti-
liz6 un disefio experimental 23, con
réplica de disefio completo al 95 %
de confianza. Los experimentos fue-
ron aleatorizados en el programa JMP
Analitical Discovery®. Los niveles de
los factores de estudio se detallan en
la Tabla 1. Para estimar los efectos de
los factores sobre las variables res-
puesta se utilizo el algoritmo de Yates
(Box et al., 2005)

Tabla 1. Niveles de los factores de estudio
para desmineralizacion de exoesqueleto de camarén

i Niveles
Factores Simbologia _
-1 +1
Tiempo t (min) 30 60
Temperatura T (°C) 22 25
Concentracién HClI  C (eg/L, Normalidad) 0,5 1,0

El andlisis del contenido de calcio en
las muestras desmineralizadas se rea-
liz6 por absorcion atémica en un es-
pectrofotémetro PERKIN ELMER 100.

Utilizando igual metodologia se de-
finieron los efectos sobre el porcen-
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taje de disminucion de proteina en
las muestras desmineralizadas. Los
parametros experimentales se defi-
nieron utilizando un disefo experi-
mental 22 aleatorizado, al 95 % de
confianza. Los niveles de los factores
de estudio se detallan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Niveles de los factores de estudio
para desproteinizacién del exoesqueleto de camarén

Factores Simbologia _ Niveles
-1 +1

Tiempo t (min) 60 120

Concentracion NaOH C (%) 3.5 4,0

La desproteinizacion se realizé a re-
flujo con hidréxido de sodio en una
relacion muestra:base 1:10 (p/v). El
contenido de proteina remanente fue
analizado mediante el método Kjel-
dalh. El sélido obtenido se neutralizé
por lavados sucesivos con agua y se
decolor6 con peréxido de hidrégeno
0,1% (v/v). La quitina obtenida se ca-
racteriz6 mediante: su solubilidad en
agua y en acido clorhidrico a diferen-
tes concentraciones, el contenido de
nitrégeno determinado en un equipo
de andlisis elemental cuantitativo VA-
RIAN MICROCUBE, las bandas de
absorcion de infrarrojo obtenidas en
un equipo FT-IR JASCO-4600 utili-
zando un ATR de Zn-Se, el peso mo-
lecular fue calculado a partir de me-
diciones de viscosidad intrinseca del
polimero utilizando como solvente
acido clorhidrico 0,3 mol/L — cloruro
de sodio 0,2 mol/L a una temperatura
de 25 °C (Costa et al., 2015) utili-
zando un viscosimetro capilar.

Coagulacion - Floculacién de sélidos
en agua.

A diferencia del tratamiento tradicio-
nal, se decidi6 probar directamente
con diversas concentraciones de qui-
tina como biopolimero coagulante y
floculante, para luego contrastar los
resultados obtenidos con los niveles
de reduccioén de turbidez ocasionada
con el uso de sulfato de aluminio,
Al,(SO,)5.18H,0. Se determind la tur-
bidez de una suspensién acuosa de
800 ppm preparada con zeolita co-
mercial molida y tamizada en malla
100, la suspension se dejo decantar
por 12 horas y se utiliz6 el sobrena-
dante, con una turbidez de 54 NTU.

Las pruebas de jarras se realizaron en
siete equipos de agitacion magnética
THERMO Scientific. Utilizando un
volumen constante de agua prepa-
rada, se anadieron volimenes varia-
bles de una solucion de 200 ppm de
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quitina en acido clorhidrico MERCK
grado analitico 6 % (v/v). Se agito el
agua con el biopolimero, por un mi-
nuto a 360 rpm y por 20 minutos a
60 rpm; se dejo6 en reposo por 30 mi-
nutos y se midié la turbidez de las
muestras de agua tratadas en un tur-
bidimetro HACH-2100Q. Se calculé

la disminucién de turbidez del agua
preparada, contrastada con el blanco
constituido por el sobrenadante del
agua preparada con una turbidez de
54 NTU. Igual metodologia se utilizd
para el tratamiento del agua, con sul-
fato de aluminio grado analitico
(Al,(SO,)5.18H,0 Fisher Scientifc).

RESULTADOS

Obtencioén de quitina

La desmineralizacion se verificé me-
diante la disminucion de calcio. El
andlisis del diseno experimental de-
finié que a 22 °C, con un tiempo de
reflujo de 30 minutos y utilizando
HCI 1N, se obtiene el mayor porcen-
taje de desmineralizacién, con una
disminucion de calcio respecto del
contenido original del exoesqueleto
de camarén de 97,80 % (p/p).

En el caso de la desproteinizacion,

las variables analizadas, asi como su
interaccién no tienen significancia
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estadistica; por tanto, se utilizaron los
niveles mas bajos de los factores 3,5
% (p/v) de NaOH y 60 min de reflu-
jo, con una disminucién del porcen-
taje de proteina de (32,18 £ 0,14 %),
respecto del contenido original.

La quitina se obtuvo como un sélido
de color blanco en forma de laminas,
insoluble en agua y en &cido clorhi-
drico diluido, soluble en acido clor-
hidrico concentrado y con un peso
molecular de 202,978 +1,235 g/mol.
El espectro infrarrojo para la quitina
obtenida experimentalmente, se pre-
senta en la Figura 2.
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Figura 2. Espectro infrarrojo de quitina

Coagulacion — Floculacién de sélidos
en agua.

Los resultados de las pruebas de ja-
rras, se presentan en la Tabla 3, y
estan definidos como el cambio en la

turbidez contrastada con el blanco;
considerando que en el blanco (des-
crito en la metodologia), Gnicamente
se producen efectos de sedimenta-
cién de sélidos debido a la gravedad
y al proceso de agitacion.

DISCUSION

Con la aplicacion de diseno experi-
mental detallado y la seleccion de las
condiciones experimentales, se obtu-
vieron valores promedio para desmi-
neralizacion y desproteinizacion del
exoesqueleto de camaréon 97,80 +
3,13 % (p/p) y 32,18 £ 0,14 % (p/p),
respectivamente; con un porcentaje
de rendimiento de quitina de 27,50 %
(p/p); mayor que el que obtuvieron

Marmol et al (2011), que fue de
24,06 % (p/p).

El efecto diferencial en la coagula-
cion -floculacion de sélidos en el
agua, se explica por el uso de pro-
ductos de diferente naturaleza (uno
de ellos el biopolimero), pero a la
misma concentracién. Los resultados
obtenidos tanto para el sulfato de alu-
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minio como para la quitina, se apre-
cian como el cambio de la turbidez
(NTU), como se registra en la tercera
y quinta columna de la Tabla 3. Se
puede apreciar también como a una
misma concentraciéon se obtienen

cambios positivos 0 negativos segiin
se trata de la aplicacién de sulfato de
aluminio o de quitina, como se regis-
tra para las determinaciones dos y
tres en la Tabla 3.

Tabla 3. Cambios de turbidez de agua tratada con sulfato de aluminio y quitina

Determinacion Conc. Cambio de Conc. Cambio de
Aly(8O4); 18H,0 turbidez Quitina turbidez

(ppm) (NTU) (ppm) (NTU)
1 0,1755 1,00 0,1755 4,10
2 0,3510 -12,00 0,3510 27,50
3 0,5265 -18,00 0,5265 27,23
4 0,7020 2,00 0,7020 24,25
5 0,8775 13,00 0,8775 22,50
3 10,530 6,00 10,530 31,10

De acuerdo a su estructura quimica,
la quitina presenta solubilidad en
acido clorhidrico concentrado de-
bido a la presencia de nitrégenos
amidicos en los cuales, la resonancia
de los electrones libres del nitrégeno,
con el oxigeno del grupo acetilo dis-
minuye las caracteristicas basicas de
éste (Wade, 2012). El peso molecular
obtenido para el biopolimero se cal-
culé con la ecuacién de Mark Hou-
wink-Sakurada (Costa el al., 2015) y
es menor que el reportado por otros
autores (Cortizo & Cortizo, 2011), lo
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cual se puede explicar por la variabi-
lidad de las condiciones de obten-
cion del biopolimero y el solvente
utilizado en las determinaciones de
viscosidad. El espectro infrarrojo de
la Figura 2, define la presencia de
bandas de estiramiento de los enla-
ces -OH a 3386 cm™, -NH a 3124
cm!, -C=0 a 1644 cm™ ademas de
las absorciones caracteristicas de en-
laces _CspBH de la cadena carbo-
nada (Wade, 2012), que coinciden
con la estructura de la unidad repeti-
tiva del biopolimero (Figura 1) (Velds-
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quez, 2003) y son comparables con
las del espectro infrarrojo de quitina
reportado por Ramirez et al (2016)
donde las bandas de absorcion se
presentan a: -OH a 3436 cm™, NH a
3198 cm™, -C=0O a 1661 cm’.

Se definié una metodologia experi-
mental en la que se establecié que, de
acuerdo a los valores de los efectos,
el porcentaje de disminucién de cal-
cio se ve afectado fundamentalmente
por los cambios de concentracion del
acido clorhidrico utilizado, tenién-
dose un decremento del porcentaje
de calcio de -2,16 unidades cuando
la concentracion de acido cambia de
-1 a +1 en la zona experimental. Las
variables tiempo, temperatura y su in-
teraccién provocan efectos de incre-
mento en el porcentaje de calcio. De
acuerdo al planteamiento de Montgo-
mery & Ruger (2002), estos resultados
influyen directamente sobre la varia-
ble respuesta.

Los resultados para desproteinizacion
indicaron que las variables tiempo (1)
y concentracion de hidroxido de
sodio (C) no tienen significancia es-
tadistica en la zona experimental
analizada, por lo que se selecciona-
ron para la implementacién de la me-
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todologia los valores de concentra-
cién y tiempo mas bajos.

La definicién de la concentracién de
quitina 6ptima para la coagulacién —
floculacién de sélidos en aguas de
baja turbidez, debe definirse en fun-
cién de la reduccién elevada en la
turbidez a bajas concentraciones de
quitina, considerando la importancia
econémica que se deriva del uso de
menor cantidad de biopolimero para
producir este efecto. Por tanto, se uti-
lizaron concentraciones de quitina
entre 0,15 - 1,00 ppm.

De acuerdo a la Figura 3, se puede
establecer que los cambios de turbi-
dez en funcién de la concentracion
de quitina en el agua analizada, tie-
nen un comportamiento no lineal,
debido a la baja correlacién existente
entre las variables (R=0,650). Se ob-
serva que a bajas concentraciones de
quitina (entre 0,15 — 0,30 ppm), se
tiene un efecto brusco en la disminu-
cién de la turbidez del agua, el mis-
mo que tiene un comportamiento
cambiante a medida que crece la
concentracién de biopolimero, expli-
cable debido a que a mas altas con-
centraciones de biopolimero, la
capacidad de coagulacion es menor.
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El punto minimo de la curva que re-
presenta el valor mds bajo para la tur-

bidez, se encuentra entre 0,30 — 0,45
ppm de quitina.

60 -

Turbidez (NTU)

0 0,2 0,4

Concentracion quitina (ppm)

0,6 0,8 1

Figura 3. Turbidez del agua tratada con quitina a diferentes concentraciones

Para evidenciar el punto minimo de
la curva presentada en la Figura 3, se
graficé la reduccion de turbidez res-
pecto del blanco vs la concentracion
de quitina entre 0,15 — 0,45 ppm,
que se presenta en la Figura 4. Asi, se
obtiene una curva que se ajusta a una
regresion polinomial de segundo gra-

do, con un coeficiente de correlacion
R=1, en la cual se puede observar
que la maxima reduccién en la turbi-
dez se produce cuando se utiliza
concentraciones de quitina entre
0,35 - 0,40 ppm, zona de los maxi-
mos de la curva (Figura 4).

Reduccion de Turbidez (NTU)
oy

0 0,1 0,2

Concentracion quitina (ppm)

03 0,4 0,5

Figura 4. Reduccidn de turbidez del agua tratada con quitina a diferentes concentraciones
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Este resultado es comparable con lo
observado en la literatura técnica in-
ternacional disponible, la misma que
registra que la dosis 6ptima, para tra-
tamiento de agua para consumo hu-
mano con quitina, se ubica alrededor
de los 40 ppm, y que los resultados
obtenidos después del tratamiento
con quitina a la dosis éptima men-
cionada reflejan valores de turbidez
entre 0,39y 0,69 NTU (Fuentes et al.,
2018).

Por otro lado, a partir de los datos ob-
tenidos en esta investigacion, se pudo
determinar mediante célculo tedrico,
que cuando la concentracion de qui-
tina es 0,37 ppm, se alcanza la ma-
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xima reduccién en la turbidez del
agua analizada, hasta 30,32 NTU. Sin
embargo, si se analiza el comporta-
miento del sulfato de aluminio (Figura
5) en el mismo rango de concentra-
ciones que se estableci6 para quitina
(Figura 3), se puede observar que en
el rango entre 0,15-0,60 ppm, los va-
lores en la reduccion de la turbidez
son negativos, notandose que la tur-
bidez del agua se incrementa en este
segmento de la curva; efecto contra-
rio al observado para quitina. Sola-
mente se tiene un efecto de reduccion
en la turbidez del agua cuando las
concentraciones de sulfato de alumi-
nio superan las 0,70 ppm.

Turbidez (NTU)

Concentracion sulfato de aluminio (ppm)

Figura 5. Turbidez del agua tratada con sulfato de aluminio
a diferentes concentraciones
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De esto se desprende que el ajuste
polinomial de segundo grado para
sulfato de aluminio en el rango de
concentracién (0,15 — 0,45 ppm) uti-
lizado para quitina, no presenta utili-
dad en la disminucién de la turbidez,
ya que se tiene una curva con valores
negativos. Sin embargo, conforme
aumenta la concentracién, esta gra-
fica se interpreta como una sucesion
de incrementos progresivos de turbi-
dez hasta alcanzar los valores que se
encuentran cercanos al rango entre
0,4 - 0,5 ppm de quitina.

Ademads, el ajuste polinomial presenta
una baja correlacién (R=0,930).

Por otro lado, mientras que para qui-
tina el rango de concentracién donde
se evidencia la mayor disminucion
de turbidez, se encuentra entre 0,15
— 0,45 ppm; con sulfato de aluminio
para este mismo rango de concentra-
cién se obtiene una funciéon negativa
que representa el incremento de tur-
bidez, como puede observarse en la
Figura 6.

Reduccion de Turbidez (NTU)

Concentracion sulfato de aluminio (ppm)

0,4 0,5 0,6 0,7

e

Figura . Reduccion de turbidez del agua tratada con sulfato de aluminio
a diferentes concentraciones

Con concentraciones experimentales
entre 0,15 — 0,45 ppm de quitina, se
observan descensos en la turbidez
que de acuerdo a los calculos tedri-
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cos se encuentran entre 7,55 - 50,27
%; teniéndose el valor maximo de
55,84 % en el descenso de turbidez
con 0,37 ppm de quitina.
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Con sulfato de aluminio, se tiene el
efecto de descenso de turbidez
cuando su concentracion supera las
0,70 ppm, es decir la concentracion
eficaz de sulfato de aluminio duplica
las de quitina, para generar el mismo
efecto de reduccién de turbidez. En
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el rango de 0,15 — 0,45 ppm la qui-
tina alcanza la mayor disminucién de
turbidez, mientras que el sulfato de
aluminio produce el efecto inverso es
decir ocasiona el incremento de la
turbidez.

CONCLUSION

Se obtuvo quitina por decoloracién,
desmineralizacién y desproteiniza-
cion del exoesqueleto de camarén. El
biopolimero obtenido se comporta
como coagulante—floculante de soli-
dos suspendidos en agua, produ-

ciendo reduccién en los niveles de
turbidez, caracteristica que la con-
vierte en una alternativa valida para
disminuir el uso de compuestos de
probada toxicidad en el tratamiento
de agua para consumo humano.
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RESUMEN

Ecuador es uno de los paises con mayor diversidad biolégica y cultural, la et-
nobotanica representa una aproximacion al uso y manejo de los recursos na-
turales; los usos medicinales juntamente con el alimenticio juegan un papel
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primordial en el bienestar de la poblacién rural. Los estudios etnobotanicos
ayudan a identificar, cémo se relacionan e influyen las plantas en el desarrollo
de las culturas, tal es el caso de la Comunidad de Angochagua en donde se uti-
liza la medicina ancestral como un modo de vida. El objetivo de esta investi-
gacion fue conocer el indice de valor de uso, conocimiento relativo de la
especie y el nivel de uso significativo de las especies botanicas en las comuni-
dades de Angochagua, Provincia de Imbabura. Una vez establecida la especie
mas vulnerable en cuanto a la pérdida del uso ancestral Monnina crassifolia
Kunth, se utilizaron técnicas cromatograficas para el aislamiento e identifica-
cién de los metabolitos secundarios teniendo como resultado una posible sa-
ponina triterpenoidica esterificada con dcido benzoico. Las sustancias aisladas
fueron probadas frente a bacterias Gram + y Gram —, al igual que frente a los
sistemas enzimaticos MAO-A y MAO-B sin mostrar una actividad biolégica sig-
nificativa.

ABSTRACT

Ecuador is one of the countries with the greatest biological and cultural diversity,
ethnobotany represents an approach to the use and management of natural re-
sources; medicinal uses together with food uses play a major role in the well-
being of the rural population. Ethnobotanical studies help to identify how plants
are related and influence the development of cultures; such is the case of the
Angochagua Community where ancestral medicine is used as a way of life. The
objective of this investigation was to know the index of use value, relative know-
ledge of the species and the level of significant use of botanical species in the
communities of Angochagua, Imbabura Province. Once the most vulnerable
species in terms of loss of ancestral use Monnina crassifolia Kunth was establis-
hed, chromatographic techniques were used for the isolation and identification
of secondary metabolites, resulting in a possible triterpenoid saponin esterified
with benzoic acid. The isolated substances were tested against Gram + and
Gram - bacteria, as well as against the MAO-A and MAO-B enzyme systems
without showing significant biological activity.
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INTRODUCCION

El uso etnobotanico busca el conoci-
miento ancestral y el saber botanico
tradicional, relacionado al uso de las
especies vegetales, siendo un pilar
fundamental en paises en via de de-
sarrollo ya que les proporciona una
alternativa en la asistencia médica.

Las plantas medicinales cumplen una
funcién importante en el sistema de
salud de comunidades indigenas, ya
que son usadas de manera frecuente
por la mayoria de sus pobladores,
Ecuador posee una alta diversidad
bioldgica y cultural por lo que se en-
cuentra descrito como uno de los
paises con un gran potencial en el
uso tradicional de las especies vege-
tales, ya que estas, proporcionan be-
neficios curativos en diferentes
comunidades del pafs, tal es el caso
de la Parroquia de Angochagua en la
cual se mantienen rasgos ancestrales
en el manejo y utilizacion de la me-

dicina tradicional.

En Ecuador, la etnobotdnica es una
herramienta Gtil para el rescate y re-
valorizacion del conocimiento an-
cestral sobre el uso del recurso
vegetal, ademas es el campo cienti-

fico que estudia las interacciones que
se establecen entre el hombre y las
plantas a través del tiempo. En Ecua-
dor, los pocos estudios de plantas
medicinales y etnobotanica se han
desarrollado en la zona andina enu-
merando las plantas que conoce y
usa la gente de las comunidades in-
digenas.

El uso de la medicina tradicional en
el tratamiento de enfermedades, es
una practica que se ha llevado a
cabo desde tiempos ancestrales y ha
demostrado que es una de las mejo-
res opciones beneficiando a las per-
sonas y comunidades que mantienen
y conservan el uso de plantas medi-
cinales, caso particular es el drea de
estudio la Parroquia de Angochagua
donde se utiliza este recurso, mante-
niendo su valor y uso cultural.

La capacidad econémica en las co-
munidades indigenas es reducida,
siendo dificil acceder a los medica-
mentos modernos por lo que es mas
facil utilizar la medicina tradicional
mediante el uso de sustancias deriva-
das de las plantas medicinales.
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El conocimiento ancestral de la me-
dicina tradicional en el area rural de
la Parroquia de Angochagua puede
estar disminuyendo con el paso del
tiempo, debido al salto generacional
de su poblacién y a la existencia de
un menor interés o preocupacion por
parte de los jévenes de mantener es-
tos valores ancestrales, tal es el caso
de la especie Monnina crassifolia, la
cual ha sido utilizada para la limpieza
capilar evitando la caida del cabello,
canas y caspa, lamentablemente esta
especie ha disminuido el uso en los jo-
venes de la Parroquia de Angochagua.

El género Monnina pertenece a la fa-
milia Polygalacea que comprende 21
géneros y alrededor de 800-1000 es-
pecies distribuidas en las regiones
tropicales y subtropicales a nivel
mundial (Eriksen & Persson, 2007).
Existe una gran variedad de metabo-
litos secundarios presentes en la fa-
milia Polygalaceae. De acuerdo a
investigaciones fitoquimicas realiza-
das, los productos quimicos predo-
minantes son las saponinas, xantonas
y oligosacaridos esterificados (Lepore
etal., 2011).

En la actualidad la especie M crassfo-
lia no ha sido estudiada y no se han
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encontrado reportes sobre metaboli-
tos secundarios aislados a partir de
esta especie, sin embargo se ha to-
mado como referencia el estudio de
otras especies del mismo género,
principalmente de M sylvatica en
donde se ha comprobado la activi-
dad antifiingica de bifenilos y xanto-
nas en el extracto lipofilico de las
raices (Bashir, Hamburger, Gupta,
Solis, & Hostettmann, 1992), ademas
del género M obtusifolia su extracto
de n-BuOH ha demostrado que sus
hojas inhiben los factores de creci-
miento endotelial vascular (VEGF -A)
o la interaccion con el factor de cre-
cimiento placentario con Flt- 1 (VEGF
receptor 1) (Lepore et al., 2011).

Por lo antes mencionado, el objetivo
del presente estudio es establecer el
estado actual del conocimiento ances-
tral en cuanto al uso de plantas medi-
cinales en especial de la especie
Monnina crassifolia en la Parroquia de
Angochagua, Provincia de Imbabura,
Ecuador, asi como también aislar e
identificar metabolitos secundarios
por medio de técnicas cromatografi-
cas y espectroscopicas, para contribuir
con el estudio para la conser vacion y
aprovechamiento de especies vegeta-
les de interés medicinal en el Ecuador.
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MATERIALES Y METODOS

Trabajo de campo

Para el estudio etnobotanico, se lle-
varon a cabo conversaciones con ha-
bitantes de la comunidad rural para
informarlos acerca de los objetivos
del estudio.

Para la determinacién del tamafo de
la muestra de informantes se empled
la cartografica temdtica del Instituto
Geografico Militar (IGM) a una es-
cala 1:50000 con referencia a capas
de delimitacion y geo distribucion de
las viviendas dentro de la comunidad
ubicando un total de 225 viviendas a
visitar.

Para la seleccién de las viviendas a
encuestar, se utilizé el método del
centroide y distribucién sistemdtica a
través de la generacion de una rejilla
de 1000 m x 1000 m, donde se se-
leccionaron las cercanas a la inter-
cepcion de los ejes, sumando un
total de 45 domicilios a muestrear
que corresponde al 19,5 % dentro
del &rea rural.

Se obtuvo una muestra representada
por 22 hombres y 37 mujeres, con

conocimientos sobre plantas medici-
nales. El rango de edad de los infor-
mantes hombres fue de 15 a 85 afos,
mientras que las mujeres estuvieron
en un rango de edad de 21 a 78 afios.
Se aplicaron entrevistas semiestructu-
radas en las que se indagd sobre las
plantas empleadas para tratar alguna
enfermedad, los usos medicinales tra-
dicionales, métodos de preparacion,
via de administracion y partes de la
planta. Ademds, se obtuvo informa-
cion sobre aspectos socioculturales
tales como la edad y sexo.

Se utilizé una prueba de Chi-cua-
drado (x2) para determinar las dife-
rencias significativas en la importan-
cia de las partes de las plantas usadas
por la comunidad (hojas, tallo, raiz,
flor, fruto, cristal, corteza, planta
completa), el tipo de preparacion (in-
fusion, emplasto, jugo, coccién, ma-
cerado, triturado), la via de adminis-
tracion (bebida, comida, banos, uso
externos), y el conocimiento de las
especies por rangos de edad (rango I:
entre 15 y 35 anos, n = 25; rango I
entre 36 y 85 anos, n = 25) y sexo de
las personas entrevistadas.
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Colecta de muestra botanica

Para la colecta, secado, deshidratado
y almacenamiento de la muestra se
utilizaron los protocolos del Herbario
de la PUCE-SI:

a) Recoleccion: Se realizaron tres co-
lectas de corteza de raiz de Mon-
nina crassifolia en la Comunidad
de Angochagua, localizada coor-
denadas geograficas 0° 16’ 47” de
latitud Sury 78° 02" 10”.

La Comunidad de Angochagua
posee una poblacion total al 2015
de 3017 Habitantes, con una ex-
tension de 12392 ha (123 km?),
sus limites son al norte: Ibarray La
Esperanza, cantén Ibarra, provin-
cia de Imbabura, al sur: parroquia
Olmedo, cantén Cayambe, pro-
vincia de Pichincha. Al este: parro-
quia San Pablo del Lago vy
Gonzélez Suarez, cantén Otavalo,
provincia de Imbabura.

Figura 1. Mapa de Ubicacién de la Comunidad de Angochagua.
(Sandoval, 2017)
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b) Secado: las muestras en el Herba-
rio de la PUCE-SI se desinfectaron
rociando alcohol potable al 96 %,
luego se prensé la planta en papel
periddico, papel filtro y tablas tri-
plex. A continuacién, se envolvié
el paquete prensado en funda
plastica para ingresar a cuarentena
en el cuarto frio por un periodo de
48 horas a —-10 °C.

c) Deshidratado: Transcurrida la cua-
rentena se procedié a secar la
planta por cuatro horas aproxima-
damente a 30 °C, tomando en
cuenta que las hojas debian pre-
sentar una textura suave al termi-

La humedad

determinada en la planta fue de

78,37 %.

nar el secado.

Una vez separada cada parte de la
muestra se sometié al deshidrata-
dor de marca TERMOKOOL por
20 minutos.

d) Almacenamiento: Finalmente se
pulverizo la muestra vegetal en un
triturador de marca RETSCHGM
200 durante un minuto a 4500 re-
voluciones por minuto, resultando
un peso de 270 g.
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Andlisis de datos etnobotanicos.

La informacién etnobotanica propor-
cionada por los habitantes del area
de estudio, fue organizada en una
base de datos empleando una hoja
de calculo de Microsoft Office Excel
2018.

Los porcentajes y frecuencias de las
citaciones de las plantas medicinales
asociadas al conocimiento tradicio-
nal, fueron utilizados para el andlisis
etnobotanico. Se emplearon 3 indi-
ces para determinar la importancia
de las diferentes especies identifica-
das en el area de estudio.

* indice de valor de uso de especies.
Este indice expresa la importancia o
valor cultural de una especie deter-
minada para todos los informantes
entrevistados. Para estimar el indice
de valor de uso general de cada es-
pecie para todos los informantes
(IVUs) se utiliz6 la formula:

Y iVUis

IVUs =
s Ns

Donde: VUis= valor de uso de la espe-
cie por cada informante, y Ns es el nd-
mero de informantes para cada especie.
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* Conocimiento relativo de la espe-
cie por varios encuestados (RVU). Se
utilizo la siguiente formula:

VUis
_~Z1VUs

RVU
Nsp

Donde: VUis = valor de uso de la es-
pecie por cada informante, IVUs = es
el indice de valor de uso de la espe-
cie, y Nsp = es el nimero de espe-
cies.

* Nivel de uso significativo Tramil
(UST). Para estimar el nivel de uso
significativo para cada especie y veri-
ficar su aceptacion cultural, se utiliz6
la metodologia propuesta por (Ger-
mosén, 1995).

Esta metodologia, expresa que aque-
[los usos medicinales que son citados
con una frecuencia superior o igual
al 20 %, por las personas encuesta-
das que usan plantas como primer re-
curso para un determinado problema
de salud, pueden considerarse signi-
ficativos desde el punto de vista de su
aceptacion cultural y, por lo tanto,
merecen su evaluacion y validacion
cientifica. El UST se calcula mediante
la siguiente ecuacion:
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Uso especie(s)
=X

UsT 100

s

Donde: Uso especie (s) = nimero de
citaciones para cada especie, y Nis =
namero de informantes encuestados.

Obtencion de extractos

A partir de 250 g de la raiz de Mon-
nina crassifolia, se procedié a mace-
rar por triplicado con disolventes de
polaridad creciente, iniciando con
éter etilico durante 5 horas con 1000
mL de solvente, seguido de acetato
de etilo, metanol y agua.

Posteriormente se filtré al vacio y se
concentro el extracto por rotaevopa-
racion a presion reducida. El extracto
acuoso se concentr6 mediante el
equipo de liofilizacion LABCONCO
serie 77608.

Separacion por particion del ex-
tracto metanélico

A partir de 5 g de extracto metano-
lico se efectud la particion con n-bu-
tanol y agua destilada relacion (1:1)
efectuando tres lavados, que fueron
concentrados en rotaevoparacién a




presion reducida, obteniendo la fase
de n-butanol 3,84 g mientras que la
fase de agua un total de 1,2 g.

Fraccionamiento del extracto meta-
nolico (fase butandélica)

Del extracto butandlico obtenido se
efectud el fraccionamiento por cro-
matografia en columna, en relacién
1:100 tomando 3,84 g de extracto
con 385 g de silica gel 60 (Merck
0.0015-0040 mm). La fase movil uti-
lizada se preparé con disolventes en
orden de polaridad creciente ini-
ciando con acetato de etilo-metanol-
agua 90:10:2,5, disminuyendo el
acetato de etilo paulatinamente hasta
llegar a 60:10:2,5 y finalmente meta-
nol al 100 %, obteniendo un total de
391 fracciones de 8 mL.

Cromatografia en capa fina

Se realiz6 cromatografia en capa fina
(TLC, por sus siglas en inglés) de
todas las fracciones obtenidas de la
columna cromatogréfica, utilizando
placas de silica gel 60 F254 (fase di-
recta). Los disolventes para la fase
movil fueron acetato de etilo-meta-
nol-agua en relacién 8:1:0,25 (v/v),
para la unién de acuerdo a la separa-
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cion y similitud de compuestos, la vi-
sualizacién se la realiz6 en luz UV
254y 365 nm, y reveladas con acido
sulfarico al 5 % y vainillina. Poste-
riormente se unieron las fracciones
con igual factor de retencién (Rf).

Purificacion de la fraccion MC028

La purificacién de la fraccion MC028
fue a partir de 111,8 mg, en columna
cromatografica con 11 g de silica gel
60 (Merck 0,0015-0040 mm) en rela-
cion 1:100, utilizando como disol-
vente en relacién acetato de etilo-
metanol-agua 7:1,3:1.

Determinacion de la actividad anti-
microbiana (CMI) de las fracciones
obtenidas

La determinacion de la concentracion
minima inhibitoria de las dos fraccio-
nes obtenidas se realizé por medio de
la técnica de microdilucién en caldo,
utilizando cinco bacterias Gram-ne-
gativas:  Escherichia coli (ATCC
25922), Salmonella tiphymurium (LT2),
Proteus vulgaris (ATCC 8427), Pseu-
domonas aeruginosa (ATCC 8427),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 9997),
y una bacteria Gram-positiva: Staphy-
lococcus aureus (ATCC 28185).
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Ensayo de inhibicion de monoamina
oxidasa (MAO) de las fracciones ob-
tenidas

Las soluciones mitocondriales (MAO-
Ay MAO-B) se suspenden en PBS y
DMSO a diferentes concentraciones,
se dividen en pequenas alicuotas y
almacenan a una temperatura de -80
°C. Se trabaj6é con Tmg en las dos
muestras a una soluciéon de 10
mg/mL de DMSO.

El procedimiento para la medicién de
la actividad selectiva de MAO-A y
MAO-B consiste en la adicién de las
siguientes soluciones:

Vehiculo (DMSO + molécula) + Frac-
cion mitocondrial (MAO-A y MAO-
B) + Sustrato no selectivo (Kynura-
mine) + CLO (Inhibidor selectiva
MAO-A) o DEP (Inhibidor selectivo
MAO-B).

RESULTADOS

Inventario etnobotanico

En el drea estudiada se obtuvo regis-
tros de un total de 75 especies de
plantas medicinales identificadas
hasta nivel de especie, distribuidas en
22 familias y 32 géneros.

Las familias con mayor nimero de
especies medicinales en todo el estu-
dio fueron Asteraceae, seguida por
Lamiaceae, Apiaceae, Crassulaceae,
Fabaceae, Poaceae y Rutaceae, final-
mente la Poligalaceae.

En cuanto a la forma de obtencién

del recurso vegetal la mayoria de en-
cuestados (92 %) acceden a las plan-
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tas medicinales mediante cultivos en
huertos caseros, y el resto de entre-
vistados acceden a estas a través de
la compra en mercados locales.

Plantas utilizadas para la medicina

Después del andlisis de las encuestas
realizadas en la comunidad de Ango-
chagua se evidencié que las hojas
son las estructuras mds utilizadas en
la preparacion de la medicina, repre-
sentando el 80,7 % del total de men-
ciones, seguido por la utilizacién del
tallo (11,0 %), la raiz (4,0 %), toda la
planta (2,7 %), flores, cristales, cor-
teza y fruto (1,6 % cada uno). La
prueba de %2 muestra que existen di-




ferencias significativas en la impor-
tancia de las partes usadas por la co-
munidad (X2 cal = 350,5, X2 th =
13,07, gl = 7, p< 0,001).

Clasificacion de formas de creci-
miento vegetal

Se pudo evidenciar que del total de
plantas medicinales mencionadas
(n = 75), las hierbas representas por
48 especies (64 %), mientras que los
arboles, arbustos, y epifitos estan re-
presentados por 14 (18,66 %), 8
(10,66 %)y 5 (6,66 %) especies res-
pectivamente.

Via de administraciéon mas empleada

La via de administracion mdas em-
pleada es la bebida con un 79,0 %,
seguida del uso externo con un 10,3
%, la comida con 8,0 % y el bafo
con 2,7 %.

El analisis de la prueba de %2 muestra
que existen diferencias significativas
en las vias de administracién de las
plantas medicinales por la comuni-
dad (X2 cal= 160,80, X2 th = 6,90, gl
= 2,9 p< 0,001).
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Conocimiento de las especies de
acuerdo al sexo y rango de edad de
los informantes

En relacién con la informacion reco-
pilada de acuerdo al sexo de las per-
sonas de la comunidad encuestadas
se registré un total de 64 especies
mencionadas por las mujeres y 60 es-
pecies por los hombres. La prueba de
%2 muestra que no existen diferen-
cias significativas en el conocimiento
de hombre y mujeres en el nimero
de plantas de uso medicinales cono-
cidas (X2 cal = 0,001, X2 th = 2,74,
gl=1, p=1,0).

Por rangos de edad se encontr6 que
las personas mas jovenes (rango ) co-
nocen 22 especies de uso medicinal,
una menor cantidad que las personas
de mayor edad (rango 2) que cono-
cen 53 especies. La prueba de y2
muestra que no existen diferencias
significativas en el conocimiento
entre los dos rangos de edad en el
nimero de plantas de uso medicina-
les conocidas (X2 cal = 0,373, X2 th
=3,84, gl = 1, p=0,541).
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Preparacion, via de administracion y
categorias de uso de las plantas me-
dicinales

Las formas de preparacion para el
uso de las plantas medicinales en la
comunidad de Angochagua son va-
riadas, la mayoria de las preparacio-
nes son realizadas en forma de
infusién (80,5 %), seguido del tritu-
rado con un porcentaje de (11,0 %)
y en forma de emplasto, jugo, coc-
cién y macerado con un porcentaje
de 9,3 % cada una (Figura 3).

La prueba de %2 muestra que existen
diferencias significativas en las for-
mas de preparacién de las plantas
medicinales por la comunidad (X2
cal =2898,15, X2 th =10,08, gl = 4,
p< 0,001). En relacién con la infor-
macion recopilada las personas de la
comunidad de Angochagua utilizan
principalmente plantas frescas en el
momento del preparado.

Conocimiento relativo de las espe-
cies por los informantes

El indice de conocimiento relativo de
las especies por varios encuestados
(RVU, por sus siglas en inglés) y el
nivel de uso significativo (UST, por

sus siglas en inglés) permitieron iden-
tificar la importancia de cada una de
las 75 especies de plantas medicina-
les reportadas para esta investiga-
cion.

Las especies mas importantes para
los pobladores de la Comunidad de
Angochagua de acuerdo a los indices
antes mencionados fueron: la hierba
luisa (Cymbopogon citratus; RVU:
0.65; UST: 53 %), el orégano (Origa-
num vulgare; RVU:0,60; UST: 50 %),
la hierba buena (Mentha sativa; RVU:
0.56; UST: 48 %), la menta (Mentha
rotundifolia; RVU:0,45; UST: 38 %),
el toronjil (Melissa officinalis; RVU:
0,30; UST: 32 %).

Entre las especies importantes en co-
nocimientos ancestrales y que han
perdido su uso tradicional se tiene al
Ivilan (Monnina crassifolia; RVU: 0,15;
UST: 10 %), siendo esta la especie a
estudiar en cuanto a sus principios
activos para revalorizar su conoci-
miento ancestral.

Descripciéon morfolégica y taxoné-
mica de la Monnina crassifolia

La familia Polygalaceae es utilizada
en la medicina herbal, como expec-
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torante estimulante, diurético y dia-
forético. Debido a un alto contenido
de saponinas y propiedades antifin-
gicas, varias especies de Monnina a
menudo se han utilizado como cham-
pld anticaspa en América tropical
(Eriksen & Persson, 2007). Como
ejemplo, la especie africana Securi-
daca longepedunculata, pertenciente
a la familia Polygalaceae, tiene hasta
100 propiedades médicas, desta-
cando principalmente la inhibicion
selectiva de la replicacion del VIH
(Mahmood et al., 1993).

El género Monnina perteneciente a la
subfamilia Polygaleae fue bautizado
por los botanicos espanoles Ruiz y
Pavén sobre un grupo de plantas de
PerG y Chile (Ruiz, Lopez, & Pavén,
1798). Para la descripcion del género
Monnina se tomé como referencia a
especies descritas por la revista del
[nstituto Botanico Darwinion en Ar-
gentina, detallando al género como
plantas con hojas simples, alternas,
brevemente pecioladas. Inflorescen-
cia en racimo simple, espiciforme.
Flores pequenas, blanco-amarillen-
tas, o rosado-verdosas, con cinco sé-
palos de prefloracion quincuncial,
dos externos, uno interno y dos late-
rales. Fruto una samara 1-2 semi-
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nada, generalmente reticulada, a lada
o sin alas, glabra o pubescente. Raiz
generalmente perpendicular, ramifi-
cada y cilindrica de color castano os-
curo o claro, marrén oscura y amari-
llo. Semillas piriformes, comprimidas
0 no, con tegumento tenue y delgado
rostro en el apice (Grondona, 1945).

Este género es Unicamente ameri-
cano y se extiende desde el Sur de Es-
tados Unidos hasta el centro de Chile
y la Plata. En el Ecuador el género
Monnina tiene especies arbustivas
que comprende unas 150 especies.
Se encuentran unas 32 variedades,
mejor representadas en la zona an-
dina; sobre los 2400 m se han regis-
trado 24 especies arbustivas.

Existe una gran variedad de usos en
el género, dentro del cual cabe recal-
car la especie Monnina obtusifolia, la
cual se utiliza en la medicina tradi-
cional de Ecuador como un antifiin-
gico, antitumoral, antiséptico, antipe-
riodontitis y limpiador de piel (Pinto,
Fuzzati, Chiriboga, & Hostettmann,
1994).

Monnina crassifolia es un arbusto que

mide hasta 1,5 m de alto. Las hojas
son alternas, lanceoladas, miden
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hasta 6 cm de largo, siendo gruesas.
La inflorescencia tiene numerosas flo-
res, miden hasta 6 cm de largo, tienen
la forma de mariposa, de color azul o
azul-morado, uno de los pétalos lla-
mado “quilla” tiene la punta amarilla.
Los frutos son carnosos, con forma de
elipse o de fréjol, miden hasta 8 mm
de largo, de color vino morado y
verde en la base cuando estan inma-
duros, de color negro-morado cuan-
do estan maduros (Eriksen, 1993).

Tiene uso medicinal como antibacte-
riano al utilizarse como jabén y me-
dioambiental debido a que la planta
se usa como cerca viva o para hacer
leRa.

Principios activos de Monnina cras-
sifolia

Luego de realizar un screening fito-
quimico de la muestra en estudio

(corteza de la raiz del Ivilan), se ob-
tuvieron resultados positivos para sa-
poninas, triterpenos y aceites fijos.
Los resultados negativos fueron para:
Alcaloides, taninos, flavonoides, es-
teroides y aceites esenciales.

Tabla 1. Screening fitoquimico

Alcaloides Negativo
Saponinas Positivo
Taninos Negativo
Flavonoides Negativo
Triterpenos Positivo
Esteroides Negativo
Aceites Fijos Positivo
Aceites esenciales Negativo

El estudio de interés por la aplicacién
ancestral de la raiz de lvilan, se cen-
tr6 en el contenido de Saponinas, por
lo que se realiz6 una prueba semi-
cuantitativa de su contenido.

Tabla 2. Determinacién semi-cuantitativa

del contenido de saponinas en la corteza de raiz de lvildn

Concentracion

Muestra Corresponde  Masa (g)  Altura (cm) de Saponinas (%)
MIR1 Colecta 1 0,5034 3,5 0,4
MI1R2 Colecta 1 0,5033 4,0 0.5
M2R1 Colecta 2 0,4983 6,7 0.6
M2R2 Colecta 2 0,4964 6,7 0.8
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De las muestras analizadas la con-
centracion media fue del 0,6 % apro-
ximadamente
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Extractos obtenidos de la especie
Monnina crassifolia

En laTabla 3 se describen los pesos y
rendimientos obtenidos del extracto
de la raiz con los solventes éter eti-
lico, acetato de etilo, metanol y agua.

Tabla 3. Rendimiento de los exiractos.

Extracto Peso inicial Pesofinal Rendimiento
planta seca (g) (9) (%)

Eter eftilico 0,663 0,27

Acetato de etilo 2,328 0,94

Metanol 250 30,167 12,07

Agua 3.181 1.27

Fuente: (Hidalgo, 2017)

Mediante TLC en fase directa de los extractos obtenidos, representados en la
Figura 2, se observé la abundancia de los diferentes compuestos presentes en

la especie.

Figura 2. TLC de los diferentes compuestos presentes en la especie.
(Hidalgo, 2017)
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Fraccionamiento del extracto de metanol  tras, las cuales se unificaron segtn cri-

terios del factor de retencién (Rf) en
Se fraccionaron 3,84 g del extracto ~ TLC dando un total de 30 fracciones
metandlico obteniéndose 392 mues- (MC001-MC030) descritas en la Tabla 4.

Tabla 4. Fraccionamiento cromatogrdfico del extracto total de metanol.

Fracciones Muestras Proporcion Mezclade  Peso
disolvente  (mg)

MCO0] 0 8,3
MC002 las 58
MC003 6a13 40,80
MC004 16a22 41,40
MC005 23 0 40 ACOEL 59,10
MC006 41058 MeOH. 386,10
MC007 59 a 66 9:1:0,25 HyO 25,40
MC008 67a75 33,10
MC009 76 a 84 34,10
MCO10 85 a1 89 26,40
MCOT1 90 a 99 63,70
MCO012 100,00 5,90
MCO013 101 a 106 35,80
MCO14 107 a 128 ACOE- 116,00
MCO15 1290136 o0 MeOH- 27,70
MCO16 137 a 164 HpO 90,30
MCO17 165 a 181 48,20
MCO18 182a 213 84,3
MCO19 214 a 229 ACOEI- 12,30
7:1:0,25 MeOH-
MC020 230 @ 256 18,00
MC021 257 a 264 H20 44,40
MC022 265 a 276 10,50
MC023 277 a 284 18,4
MC024 285 a 328 ACOEL 10,9
MC025 329 a 337 MeOH- 80,5
MCO026 3380363 6:1:0,25 HO 8,5
MC027 3640 372 16,5
MC028 373 a1 379 11,8
MC029 380 @ 391 24,6
MCO030 392 1 MeOH 698

Fuente: (Hidalgo, 2017)
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La cromatografia en capa fina (TLC)
se realiz6 utilizando como fase movil
la mezcla acetato de etilo-metanol-
agua 8:1:1, observandose la riqueza
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de metabolitos secundarios de las 30
fracciones obtenidas (Figuras 3 y 4),
para su posterior purificacion.

Figura 3. TLC luz UV 254 nm
(Hidalgo, 2017)

Figura 4. TLC revelada en relacion 8:1:0,25 acetato de etilo-metanol-agua
(Hidalgo, 2017)

Fraccion MC028

Por medio de una microcolumna cro-
matografica se efectué la purificacion
de la fraccion MC028 (111,8 mg) en
11 g de silica gel en relacién acetato
de etilo-metanol-agua 7:1,3:1.

Del fraccionamiento se obtuvieron
49 muestras que luego se unieron de
acuerdo al perfil TLC y Rf dando un
total de 8 fracciones descritas a con-
tinuacion:
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Tabla 5. Separacién cromatogrdéfica de la fracciéon MC028

Fracciones Muestras Proporcion Mezclade  Peso
disolvente  (mg)
F28-1 0-6 1.7
F28-2 7 1.4
F28-3 8 5,6
AcOEt-
Fa8-4 9-10 7:1,3:1 MeOH- 15
F28-5 11 H,0 52
F28-6 12-13 6.4
F28-7 14-48 14,2
F28-8 49 6,3

Fuente: (Hidalgo, 2017

Cromatografia preparativa de la
fraccion F28-4

A través de TLC preparativa fase re-
versa (RP-18), utilizando una placa
con una dimension de 20X10 cm, se
realizé la siembra de la muestra F28-
4 de 15 mg, siendo la fase moévil me-
tanol: agua 9:1. El revelado se realiz6
con la ayuda de la luz UV 254 nm y
360 nm, observando una mancha de
color azul oscuro y un color morado
(Figura 5 y 6), las cuales fueron ras-
padas y recuperado el metabolito ad-
sorbido.
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Figura 5. TLC luz UV 254 nm
(Hidalgo, 2017)

Figura 6. TLC luz UV 365 nm
(Hidalgo, 2017)




Se obtuvieron dos fracciones
(MC028-03 y MC028-04) con peso
de 3,8 mgy 2,4 mg, se procedid a re-
alizar TLC fase directa en relacién
7:1,3;1 acetato de etilo-metanol-
agua, en silica gel de 9 cm de longi-
tud.

Observando en la luz UV de 365 nm
un color azul brillante, que luego al
revelarla con acido sulfarico al 5 %
y vainillina, se observé un color ama-
rillo intenso, presentando Rf de 0,38
y 0,35.

Figura 7. TLC revelada MC028-03
y MC028-04

(Hidalgo, 2017)

Posteriormente se realiz6 el andlisis
por elucidacién quimica de las frac-
ciones MC028-03 y MC028-04 en
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RMN en un equipo Varian N° de
serie 21953 operando a 400 MHz
para 'H y 100 MHz para "*C. Usan-
do como disolvente metanol deute-
rado (CD;0OD).

Resonancia Magnética Nuclear de
las fracciones obtenidas.

Mediante microcolumna con polari-
dad acetato de etilo-metanol-agua
(7:1,3:1) de la fraccién 373 a 379 se
obtuvieron 15 mg, por medio de TLC
preparativa fase reversa, se obtuvie-
ron dos fracciones de peso 3,8 mgy
2,4 mg, con un color blanco, y solu-
bles en metanol.

Los espectros de 'H y '3C de la frac-
ciéon MC028-03 tienen similitud con
la fraccion MC028-04, consideran-
dose que la fraccion MC028-04 esta
compuesta por una fraccién de la
sustancia presente en MC028-03 y
otra sustancia desconocida. Por tal
motivo, en el presente trabajo se ana-
liz6 Gnicamente el espectro de 'H y
13C de la fraccién MC028-03, que
asemeja una fraccién mas pura.

Por tanto, se establece la presencia
de un benzoato (Figura 8), en la es-
tructura molecular de la fraccién
MC028-03.
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Figura 8. Estructura molecular
del Benzoato

Se realiz6 una interpretacion del es-
pectro obtenido de las fracciones
MC028-03 por RMN en un equipo
Varian N° de serie 21953 operando a
100 MHz para "*C disuelta en meta-
nol deuterado (CD5;OD), identifi-
cando lo siguiente:

De acuerdo al analisis del espectro
obtenido de '*C, se observan picos
con valores altos correspondientes a
la estructura carbonilica del ben-
zoato y acetato en 175 y 172 ppm,
asi mismo la presencia de un grupo
carbonilo en 216,18, que se ubica
presumiblemente en el carbono 3 de
un triterpeno

Al observar el espectro en un rango
de 129,6 a 130,8, se aprecian los
picos correspondientes a 4 de los car-
bonos aromaticos, que se identifican
con los carbonos de la unidad de
acido benzoico. En el resto de la frac-
cién estudiada se observan la posible
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presencia de los carbonos olefinicos
y los carbonos aromaticos restantes.
A campos entre 35 y 108 se pueden
observar los carbonos que presumi-
blemente pertenecen al esqueleto tri-
terpénico y a los azucares, incluidos
los anoméricos a campos mas bajos.

Finalmente, a campos altos (15 — 30
ppm) se encuentran los picos de los
radicales metilo pertenecientes a una
posible estructura terpénica. La pe-
quena cantidad de sustancia obte-
nida no permiti6 realizar estudios
espectrales mas profundos.

Ensayo para la determinacion de la
actividad antimicrobiana de las frac-
ciones MC028-03 y MC028-04

Se emplearon las cinco bacterias
Gram-negativas: Escherichia coli, Sal-
monella tiphymurium, Proteus vulga-
ris, Pseudomonas aeruginosa, Klebsie-
lla pneumoniae, y una bacteria
Gram-positiva: Staphylococcus au-
reus. Tomando como referencia el
peso de las fracciones se trabaj6 con
una disolucién 10 veces la propor-
cién con Dimetilsulféxido (DMSO),
1mg/100uL DMSO, siendo la mas
alta en el ensayo de 250 ug/mL, ob-
teniendo los resultados mostrados en
la Tabla 6.
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Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de las fracciones F1 y F2

Bacterias Gram - y Gram + CMI de las fracciones
obtenidas

ATB (Ec. S.ty S.a 3,906 ug/mL; P.vy - k2
P.a 15,625 ug/mL; K.p 1,953 pg/ml)

Escherichia coli (Ec.) NA NA
Salmonella tiphymurium (S.1) NA NA
Proteus vulgaris (P.v) NA NA
Pseudomonas aeruginosa (P.a) NA NA
Klebsiella pneumoniae (K.p) NA NA
Staphylococcus aureus (S.a) NA NA

(NA): No activo, a la dosis mds alta probada

Fuente: (Hidalgo, 2017)

Ensayo para la determinacion de la Los compuestos ensayados fueron las

actividad de inhibicion de monoa- fracciones MC028-03 y MC028-04

mina oxidasa (MAO) en las fraccio-  en una solucién de DMSO de 10

nes MC028-03 y MC028-04. mg/mL, obteniendo los resultados
mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones inhibidoras de MAO-A y MAO-B

Endpoint 316-357, 0- Promedio Forma % actividad % actividad
177.5min, 50ug/ml estandar residual MAO-B residual MAO-A

DMSO vs MAO-A 0% -

MAO-B 0% (+CLO+DEP) 1% 0% 0 0
DMSO vs MAO-A+B 100 % 3% 100 100
DMSO vs MAO-B (+CLO 500nM) 54 % 2% 100 0
DMSO vs MAO-A (+DEP 1000nM) 42 % 1% 0 100
MC28-03 vs MAO-A+B 97 % 3%

MC28-03 vs MAO-B 50% 1% 93

MC28-03 vs MAO-A 9% 1% 93
MC28-04 vs MAO-A+B 7% 3%

MC28-04 vs MAO-B 9% 1% 90

MC28-04 vs MAO-A 38 % 1% 89

Fuente: (Hidalgo, 2017)

173




InfoANALITICA 8(2)
Julio 2020

El ensayo demostré que no hay inhi-
bicién sobre MAO-A y MAO-B de las

fracciones obtenidas MC28-03 vy
MC28-04.

DISCUSION

Las plantas han sido la base de los
sistemas de medicina tradicional que
han existido desde hace miles de
anos. Incluso en los tiempos moder-
nos, los sistemas basados en plantas
siguen desempefiando un papel
esencial en el cuidado de la salud
(Chivian, 2002).

De acuerdo a la Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS), el 11 % de
farmacos basicos y esenciales son ex-
clusivamente de origen vegetal obte-
nidos a partir de precursores natura-
les (Rates, 2001).

Segln la misma organizacion, alre-
dedor del 65-80 % de la poblacién
mundial en los paises en desarrollo,
debido a la pobreza y la falta de ac-
ceso a la medicina moderna, de-
pende esencialmente de las plantas
para su atencién primaria de salud.
Sin embargo, algunas plantas han
sido estudiadas cientificamente para
la evaluacion de su calidad, seguri-
dad y eficacia (Calixto, 2005).
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América Latina, ofrece una gran di-
versidad de plantas y cultivos estacio-
nales Unicos debido principalmente
a la presencia de dreas naturales
como la cordillera de los Andes, la
selva amazénica y los bosques tropi-
cales y subtropicales de América
Central. Varios informes cientificos
han senalado el potencial terapéutico
de ciertas plantas y alimentos de esta
area (Ranilla, Kwon, Apostolidis, &
Shetty, 2010).

La Comunidad de Angochagua es
una de las comunidades que guarda
sus conocimientos ancestrales en la
Sierra Norte del Ecuador teniendo
como resultado un total de 75 espe-
cies de plantas medicinales reporta-
das como el indice de conocimiento
relativo de las especies por varios en-
cuestados (RVU) y el nivel de uso sig-
nificativo (UST) permitieron identifi-
car la importancia de cada una de las
en esta investigacion.

Entre las especies importantes en co-
nocimientos ancestrales y que han
perdido su uso tradicional se tiene al




Ivilan (Monnina crassifolia; RVU:0,15;
UST: 10 %), siendo esta la especie a
estudiar en cuanto a sus principios
activos para revalorizar su conoci-
miento ancestral.

La produccién de estos compuestos
a menudo es baja (menos de 1 % de
peso seco) y depende mucho del es-
tado fisiolégico y de desarrollo de la
planta (Rao & Ravishankar, 2002). El
aislamiento dirigido a los principios
activos de la planta se continta reali-
zando en muchas areas académicas,
gubernamentales, y laboratorios. A
partir de extractos que presentan una
actividad biolégica particular de in-
terés se purifican estos principios por
cromatografia, guiados por evalua-
cién periddica con uno o mas siste-
mas de bioensayo, lo que resulta en
el eventual aislamiento de uno o mas
constituyentes biolégicamente acti-
vos (Kinghorn, 1992).

La elucidacion estructural realizada
sobre la fraccion MC28-03 permite
comparar los reportes obtenidos so-
bre saponinas triterpénicas citotoxi-
cas en las raices de Symplocos
chinensis, donde se ha obtenido un
compuesto denominado symploco-
soside K, 3 3-0- [(B-D-glucopyranosyl
(1-2)1[(a-L- arabinofuranosyll(1-4)]-

USO ETNOBOTANICO Y PRINCIPIOS ACTIVOS
DE Monnina crassifolia KUNTH; POLYGALACEAE
Hidalgo et. al., 153179

B-O-[(3-0-acetyl-6-methyl)-glucuro-
nopyranosyl] -21 3-0-[(22)3,7-dime-
thyl-2,6-octadienoyl]-22a-0-benzolyl]
-R1-barrigenol, Figura 9, este tipo de
estructuras se caracterizan por la pre-
sencia de siete grupos metilos tercia-
rios entre 6 0,90 y 1,51 ppm, y un
doble enlace tipicas por *C en RMN
a d 125,8 y 142,9 ppm, revelando
olean-12-ene - triterpeno (Olugbade,
Ogundaini, Birlirakis, Pais, & Martin,
2000), la parte azucarada corres-
ponde a tres tipos: acido glucuro-
nico, glucosa y arabinosa, presentes
como tres protones anoméricos en
4,89,5,10y 5,88y con la relacién de
BC-RMN en 6 110,6, 104,9 y 104,8.
Finalmente, la unién de la unidad de
benzoilo en C-22 de la aglicona que
se representa entre el protén de
6,53 y el espectro de *C-RMN en &
en 166,9 (Cioffi et al., 2006; Fu,
Wang, Gao, Tang, & Yu, 2005).

Sin embargo, por la poca cantidad
obtenida no se puede efectuar un
analisis completo de RMN tanto en
'H, C, DEPT, COSY, HMBC vy
HSQC, que permita una identifica-
cién absoluta de la estructura mole-
cular de mezcla MC028-03.
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Figura 9. Estructura symplocososide K.
(Fu et al., 2005)

Dentro de la actividad biolégica de
algunas saponinas triterpénicas, se ha
demostrado que presentan actividad

citotoxica principalmente para tres i-
neas celulares tumorales, que com-
prenden ]774.A1
macréfagos murinos), HEK - 293 (Cé-

(Monociticas /

lulas epiteliales humanas de rinén) y
WEHI 164 (Células de fibrosarcoma
murino) (Cioffi et al., 2006), ademas
se le atribuye actividades antialergé-
nicas, antibacterianas, anti-inflama-
torias y anti-hepatotdxicas (Lu et al.,
2000). En el caso en estudio la sus-
tancia MC28-03 no mostré actividad
antibacteriana ni inhibitoria de la
MAO-A y MAO-B, lo cual no implica
que pueda contar con otro tipo de
actividad biolégica.

CONCLUSION

En la Comunidad de Angochagua, el
indice de diversidad de cultivos tiene
un valor 2,4 siendo un valor alto
comparado con otras zonas del pla-
neta que oscila entre 1,5y 2,0.

En relacién con la informacion reco-
pilada, de acuerdo con el sexo de las
personas de la comunidad encuesta-
das se muestra que no existen dife-
rencias significativas en el conoci-
miento de hombre y mujeres en el
nimero de plantas de uso medicinal
conocidas (X2 cal = 0,001, X2 th =
2,74, gl =1, p=1,0).
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Monnina crassifolia es la especie que
mas ha perdido el uso tradicional te-
niendo como resultado RVU: 0,15;
UST: 10 %, siendo esta la especie a
estudiar en cuanto a sus principios
activos para revalorizar su conoci-
miento ancestral.

Se obtuvieron extractos en orden de
polaridad ascendente de la raiz de la
especie Monnina crassifolia. Los ex-
tractos obtenidos revelan la existen-
cia de compuestos sobre todo de
media y alta polaridad.




A partir del extracto metandlico, por
medio de cromatografia TLC prepara-
tiva fase reversa, se obtuvieron dos
fracciones de peso 3,8 mgy 2,4 mg,
identificando por medio de los es-
pectros de RMN de 'H y "*C, que co-
rresponden presumiblemente a una
saponina triterpénica, con una frac-
cién benzoato y otro acetato.
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Los ensayos de actividad bioldgica
(antibacterianos y de inhibicion enzi-
matica de MAO-A y MAO-B) en las
fracciones MC028-03 y MC028-04,
proporcionaron resultados negativos.
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RESUMEN

En este estudio se evalué la capacidad de adsorcién de la quitosana obtenida
de residuos de camardn previamente caracterizada frente a herbicidas de la fa-
milia de las triazinas. La extraccién de quitina y la obtencion de quitosana se
realizé empleando: un disolvente patentado por la Universidad Nacional Au-
tonoma de México, el disolvente MAC-1410 (este disolvente es una mezcla
estequiométrica de 1 mol de metanol, 4 moles de agua y 1 mol de cloruro de
calcio), ultrasonido y temperatura. La caracterizacion del compuesto final se
realizé por andlisis elemental, espectroscopia infrarroja, microscopia electr6-
nica de barrido, andlisis termogravimétrico y resonancia magnética nuclear. El
uso del disolvente MAC-1410©, permitié obtener quitosana con un porcentaje
de desacetilacion en un rango del 40-44 %, mientras que la caracterizacién
quimica mostré que se obtuvo un sélido estable a temperaturas inferiores a los
280 °C, con poros en la superficie. La quitosana adsorbié las triazinas disueltas
en agua a un pH de 3,6 y concentraciones cercanas a 1 mg/L.

ABSTRACT

The adsorption capacity of chitosan obtained from shrimp residues against her-
bicides of the triazine family was evaluated. The extraction of chitin and its
transformation into chitosan was carried out using: the solvent MAC-1410
patented by Universidad Nacional Auténoma de México (which consists of 1
mole of methanol, 4 moles of water, and 1 mole of calcium chloride) ultrasound
and temperature. The characterization of the final compound was carried out
by applying elemental analysis, infrared spectroscopy, scanning electron mi-
croscopy, thermogravimetric analysis, and nuclear magnetic resonance. The
chitosan obtained had a percentage of deacetylation in a range of 40-44 %,
while the chemical characterization showed that it was possible to obtain a sta-
ble compound at temperatures lower than 280 °C and with pores on the surface.
Chitosan was able to adsorb triazines dissolved in water and the process was
favored at a pH of 3.6 and concentrations close to 1T mg/L.
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INTRODUCCION

La quitosana es un polimero natural
que se obtiene por desacetilacion de
la quitina (Barbosa et al., 2011). La
quitina es el segundo polisacarido
mas abundante en la naturaleza des-
pués de la celulosa (Leceta et al.,
2013). Las caracteristicas quimicas
sobresalientes que posee la quitosana
son: gran area superficial, biocompa-
tibilidad, biodegradabilidad, facili-
dad de regeneracion superficial,
hidrofobicidad, capacidad de adsor-
cién, etc. (Cao et al., 2015; Peng et
al., 2016) hacen que sea un adsor-
bente alternativo para retener diversos
contaminantes como plaguicidas,
metales pesados e hidrocarburos (Na-
ing etal., 2016). La interaccion de los
compuestos y los centros de sorcion
de la quitosana ocurren por la pre-
sencia de los grupos amino (-NH,) e
hidroxilo (-OH) en su estructura qui-
mica. Actualmente, la principal fuen-
te de quitina procesada a nivel indus-
trial son residuos de las industrias de
procesamiento de alimentos marinos,
principalmente caparazones de crus-
taceos, como camarones, cangrejos
y kril (Mojarrad et al., 2007). La ex-
traccion de la quitosana a partir de
residuos de crustdceos es una prac-

tica que se ha realizado desde hace
mucho tiempo. Sin embargo, estas
metodologias utilizan tratamientos
acidos y alcalinos en condiciones ex-
tremas de temperatura con la finali-
dad de obtener quitosana con un
grado de desacetilacién mayor al 60
% (Naing et al., 2016; Peng et al.,
2016). La obtencion de quitina se re-
aliza generalmente aplicando dos
métodos de extraccion: el método
quimico y el método biolégico. El
método quimico para la extraccién
de quitina implica el uso de acidos y
NaOH. Para el proceso de desaceti-
lacion el NaOH se utiliza en concen-
traciones de 50-80 %, altas tempera-
turas (90-120 °C) y tiempos de reac-
cién relativamente largos (10-15
horas) (Sagheer et al., 2009; Yen et
al., 2009). Cuando la quitina se so-
mete al proceso de desacetilacién
con NaOH concentrado, el grupo
acetamida se convierte en un grupo
amino lo cual da lugar a la quitosana.

La extraccién con acidos y bases
fuertes tiene implicaciones negativas
(Dhillon et al., 2012; Kaur & Dhillon,
2015), como la alteracion de las pro-
piedades fisicoquimicas de la qui-
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tina/quitosana, contaminacion de
aguas y alto costo en el proceso de
purificacion de la mezcla quitina/qui-
tosana. Por lo tanto, métodos de ex-
traccion verde son empleados debido
a su naturaleza respetuosa con el am-
biente. Dentro de este grupo se en-
cuentran los procesos de extraccion
enzimaticos (Lopes et al.,, 2017; You-
nes et al., 2014) y procesos donde el
uso de acidos y alcalis son remplaza-
dos por solventes menos drasticos
(Flores et al., 2007; Tolesa et al.,
2019). En este sentido, Barrera-Rodri-
guez et al. (2011) y Flores-Ortega et
al. (2006, 2007), obtuvieron pelicu-
las y esponjas de quitina a partir de
residuos de camarén usando un di-
solvente compuesto por metanol,
agua y cloruro de calcio para sustituir
el uso de HCl y NaOH en los proce-
sos de desmineralizacién y desprotei-
nizacién. La metodologia propuesta

por Flores-Ortega et al. (2007), per-
mitié obtener quitina evitando el uso
de HCl y NaOH. Aunque la mezcla
de cloruro de calcio, metanol y agua
se ha empleado para obtener quitina,
no hay reportes que muestren su apli-
cacion para obtener quitosana. Por lo
anterior expuesto, la presente inves-
tigacion reporta un método diferente
de obtencién de quitosana utilizando
el disolvente propuesto por Flores-
Ortega et al., (2007), bajo tratamiento
con ultrasonido y temperatura. Asi-
mismo, se evalla la capacidad de la
quitosana para adsorber desetilatra-
zina, atrazina, simazina y terbutila-
zina; herbicidas de la familia de las
triazinas que son considerados con-
taminantes ambientales por su persis-
tencia en aguas superficiales y subte-
rraneas (Chen et al., 2014; Zhao et
al., 2011).

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la harina de residuos
de camaron

Los residuos de camarén fueron ad-
quiridos en la Zona de Pescados y
Mariscos en el Mercado “Nueva
Viga” en la Central de Abastos de la

184

Ciudad de México (CDMX), México.
Los residuos de camaron se lavaron
con agua para eliminar la materia or-
ganica presente. Los residuos (casca-
ras y cabezas) se licuaron con agua
en una proporcién 1:2 (agua: resi-
duos). La mezcla se filtr6 y se secé a




60 °C por 18 horas. Una vez secos,
se molieron en un molino para gra-
nos de café (Black & Decker, México)
y se tamizaron en una malla de 149
pm.

Preparacion del disolvente MAC-
1410

La preparacion del disolvente MAC-
1410 se realizé siguiendo las indica-
ciones (2004,

2008).

de Flores-Ortega

Paso 1: Mezcla de reactivos

En un balén de destilacion de 500
mL se agregaron 99 mL de CH;OH,
180 mL de agua destiladay 277,5 g
de CaCl,.

Paso 2: Sistema de reflujo

La mezcla de los reactivos se coloco
en un sistema de reflujo a tempera-
tura moderada, menor a 60 °C, evi-
tando la evaporacion del metanol.

Extraccion de quitina y obtencion de
quitosana y caracterizacién quimica
de productos

En la Tabla 1, se muestran las condi-
ciones de ultrasonido y temperatura
en las que se realizé el proceso de
extraccion para obtener quitosana

ADSORCION DE TRIAZINAS POR QUITOSANA
OBTENIDA DE RESIDUOS DE CAMARON
Borja et. al., 181-205

con un porcentaje de desacetilacion
mayor al 20 %. A los cuatro produc-
tos obtenidos en los experimentos de
la Tabla 1, se les realizaron pruebas
de solubilidad con acidos concentra-
dos y diluidos (HCl(c), HCI 2 %,
H,S0, (c), H,50, 2 %, HCOOH (c),
HCOOH 2 %, CH;COOH (o),
CH;COOH 2 %), andlisis elemental
(AE) y analisis infrarrojo (IR).

Tabla 1. Condiciones de reaccién
para el proceso de extraccién
de quitina y la obtencién de quitosana

Tiempo de Temperatura (°C)
Producto  ultrasonido (min) y /tiempo
/temperatura(°C)  de secado (h)
QnExtla 10/60 100/18
QnExt2a 30/60 100/18
QnExt1b 10/60 150/22
QnExt2b 30/60 150/22

QnExt (quitosana extraida o experimental)

Solamente a la muestra “QnExt1b” se
le realiz6 resonancia magnética nu-
clear (RMN), analisis termogravimé-
trico (TGA, en inglés), microscopia
electrénica de barrido (SEM, en in-
glés) y analisis de fisisorcién con Ni-
trogeno (método BET) ya que fue el
compuesto que presenté el mayor
porcentaje de desacetilacion.
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Capacidad adsorbente del material
obtenido

La capacidad de adsorcién de la qui-
tosana extraida fue evaluada apli-
cando cuatro plaguicidas de las
familias de las triazinas: desetilatra-
zina (DEA), atrazina (ATZ), simazina
(SIM) y terbutilazina (TAZ). Se evalua-
ron los efectos del pH y la concentra-
cion inicial sobre el proceso de ad
sorcion. Se prepararon mezclas acuo-
sas de DEA, SIM, ATZyTAZ a 1 mg/L
y a valores de pH de 3,6, 7 y 10, asi
comoal,5y 10 mgL aunpH de
3,6. Las soluciones se colocaron en
un agitador orbital a 300 rpm a tem-
peratura ambiente (20+2 °C). Se
tomé 1 mL de muestra a diferentes
tiempos (15, 30, 40, 60, 80 y 90 min)
y se llevaron a sequedad completa
utilizando un evaporador rotatorio al
vacio. Para su andlisis mediante cro-
matografia de gases, se reconstituye-
ron con acetonitrilo.

Para cuantificar la capacidad de ad-
sorcion del adsorbente con respecto
al compuesto adsorbido (conocido
coloquialmente como adsorbato por
el anglicismo) se cuantifico la dife-
rencia de concentracion del compo-
nente adsorbido en la solucion, antes
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de entrar en contacto con el sélido y
después de que se alcanzo el equili-
brio (Naing et al., 2016). Este proce-
dimiento se llevd a cabo a una
temperatura constante o con interva-
los de variaciones considerados des-
preciables. Esta distribucién se expre-
sa como la cantidad de soluto por
unidad de masa del adsorbente (g),
siendo funcién de la concentracion
del soluto (q,) o del tiempo (qy), a una
temperatura fija (Sakkayawong et al.,
2005). En la Ecuacion 1 se expresa la
forma de determinar q,:

G0 = (Co_v\(;e)*v 1)

donde:

ge: cantidad de componente adsor-
bido adherido al adsorbente en
el equilibrio (mg/g)

C,: concentracion inicial de soluto
en la solucién (mg/L)

Ce: concentracion de soluto en el
equilibrio (mg/L)

V:  volumen de la solucién de ad-
sorbato (L)

W: masa de adsorbente adicionada

(g




El porcentaje de adsorcién se deter-
mina por medio de la Ecuacién 2:

%ads = % * 100 2)

[o}

ADSORCION DE TRIAZINAS POR QUITOSANA
OBTENIDA DE RESIDUOS DE CAMARON
Borja et. al., 181-205

donde:

C,: concentracion inicial de soluto
en la solucién (mg/L)

Ce: concentracion de soluto en el
equilibrio (mg/L)

RESULTADOS

Caracterizacion quimica

Los resultados de la prueba de solu-
bilidad con diferentes acidos concen-
trados y diluidos se muestran en la
Tabla 2.

Se realizé la prueba de solubilidad a
la quitosana comercial Sigma-Al-
drich, QnCom, con un porcentaje de
desacetilacion cercano al 70 % para
establecer un patrén de comparacién
con las muestras obtenidas.

En términos generales, las muestras
presentaron un comportamiento dife-
rente a la referencia. Sin embargo, la
QnExt 1b fue la que se solubilizé en
la mayoria de los disolventes acidos
evaluados (Tabla 2).

Para determinar el % DD a partir de
datos del analisis elemental (carbono
y nitrégeno) se utilizé la Ecuacién 3
(Dos Santos et al., 2009; Kumari et
al., 2015).

6,861-C/N

%DD =
% 6,861-5,14

Tabla 2. Resultados de las pruebas de solubilidad

No. Disolvente QnCom QnExtla QnExt2a QnExt1b QnExt2b

1 HCl(c) S P.S
2 HCI2 % PS P.S
3 H80, () [ S
4 HSO0,2% [ P.S
5 HCOOH(c) S [
6 HCOOH2% S S
7 CHsCOOH (c) | [
8 CHsCOOH2% | [

P.S N P.S
| P.S P.S
N N N
I N
I P.S
I
I
I

|
|
N |
|
|

Donde: QnCom=Quitosana comercial Sigma-Aldrich; QnExt: Quitosana experimental; S: soluble; I: insoluble; P.S: parcialmente soluble
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La determinacién del % DD utili- Los resultados obtenidos para cada
zando el IR se hizo utilizando la una de las muestras se observan en la
Ecuacién 4 (Baxter et al., 1992; Tabla 3.

Domszy & Roberts, 1985).

0 — _ |A1ess 100
%DD = 100 [A3450 * 1o

| @

Tabla 3. Resultados del andlisis elemental para 2,5 mg de cada muestra

Mvuestra % C % N % H C/N % DD
QnCom 41,262 7,324 7,738 5,63 71,57
QnExt 1a 17,659 2,756 5,487 6,40 26,65
QnExt2a 13,098 2,109 5,647 6,21 37,74
QnExt 1b 22,193 3,621 3,940 6,12 42,99
QnExt2b 18,326 2,922 3,090 6,27 34,24

Donde: QnCom=Quitosana comercial Sigma-Aldrich; QnExt:Quitosana experimental

En la Tabla 4, se muestran los resul- analizar los espectros infrarrojos (Fi-
tados de % DD obtenidos después de gura 1).

Tabla 4. Porcentajes de desacetilacién encontrados
por medio de especiroscopia infrarroja y andlisis elemental

Tiempo de Temperatura (°C)
Muestra %DD(IR) ulirasonido (min) y /tiempo
/temperatura(°C) de secado (h)

QnCom 71,08 - -

QnExt 1a 28,08 10/60 100/18
QnExt 2a 31,64 30/60 100/18
QnExt 1b 42,85 10/60 150/22
QnExt 2b 36,01 30/60 150/22

El % DD calculado fue diferente para dica que las condiciones del método
cada una de las muestras, lo que in- de extraccion influyen en el porcen-
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taje de desacetilacion de la quito-
sana. La muestra QnExt 1b fue la que
presentd un % DD mayor (42,99 %
por andlisis elemental y 42,85 % por
analisis infrarrojo) y la Figura 2 mues-
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tra su espectro de RMN. Se observa
que las sefales obtenidas para los
protones no son intensas. Esto se
debe a que la solubilidad del com-
puesto fue parcial en D,O a pH=2.

Figura 1. Espectros infrarrojos de la quitosana Sigma Aldrich
y de las quitosanas obtenidas
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Figura 2. H+ RMN de la muestra Qn Ext 1b

Fue posible determinar el porcentaje

de desacetilacién aplicando la Ecua-
cién 5 si se integra en la region de las
sefales caracteristicas (Hirai et al.,
1991).

(Acetilo/3)
%DA = quuitosana"'HZ_HZ (5)

6

Se observa la sefal de los protones
del grupo acetil a un desplazamiento
quimico de 2,0 ppm, la senal del H,
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(quitosana) a 3,1 ppm y en la mitad
del espectro (3,5-4,0 ppm) las sefia-
les de los protones H3-H6 (quito-
sana) y H2-H6 (quitina). El porcenta-
je de desacetilacién obtenido apli-
cando la Ecuacion 5 fue de 47 %.

La Figura 3 muestra el termograma
realizado en un intervalo de tempe-
raturas de 50-400 °C. Se observa dos
etapas de descomposicién a 280 °C
y 323 °C.
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Figura 3. Andlisis termogravimétrico de la quitosana QnExt 1b

En la Figura 4 se observan las micro- del sélido obtenido no es homogé-
grafias obtenidas para la Qn Ext 1h. nea y posee material particulado de
Se aprecia en ellas que la superficie diferentes tamafios.
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Figura 4. Morfologia de la muestra Qn Ext 1b (Microscopias electronicas)

Las particulas grandes tienen una su-
perficie lisa mientras que las peque-
fias forman aglomeraciones de parti-
culas con un tamano menor a 10 ym.
Las particulas pequefas presentan
poros, similar a lo reportado por otros
autores (Marei et al., 2016; Yen et al.,
2009).

El analisis de fisisorcién con N, arro-
j6 que la Qn Ext 1b presenté un area
superficial de 2,285 m?/g, un volu-
men de poro de 0,003 cm/g y un
radio de 18,328 A. Relacionando
estos resultados con la clasificacién
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de poros de la IUPAC, la Qn Ext 1b
presenta micro poros en su superficie
(menores a 20 A).

Capacidad de adsorcién

En la Figura 5 se observan las graficas
de ge (mg/g) con respecto al tiempo
para cada uno de los plaguicidas eva-
luados a diferentes valores de pH. Se
observa que, a medida que aumenta
el tiempo de contacto, también au-
menta la capacidad de adsorcién. Se
puede apreciar que la capacidad de
adsorcién de la quitosana fue mayor




a pH 3,6, con excepcion de la atra-
zina, que presentd la mayor capaci-
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dad de adsorcién a pH 10.

Figura 5. Variacion de la adsorcion de la a) DEA; b) SIM; ¢c) ATZ y
d) TAZ con el tiempo a diferentes valores de pH y concentracién inicial de 1 mg/L

En la Figura 6 se muestra el efecto de
la concentracion inicial de la muestra
a un pH de 3,6, permitiendo determi-
nar la ge (mg/g).

Se observa que, en términos genera-
les, a medida que aumenta la concen-
tracion inicial (mg/L), la capacidad
de adsorcién también se incrementa
para cada uno de los compuestos es-
tudiados.
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Figura é. Variacion de la adsorcién de a) DEA b) SIM c) ATZ y d) TAZ
con el tiempo a diferentes valores de concentracién inicial y pH 3

En la Figura 7 se presenta una gréfica
de la variacion de la ge con respecto
de la concentracion inicial para cada
uno de los compuestos. Se observa
que la mayor capacidad de adsorcion
obtenida la presenté la terbutilatra-
zina (0,795 mg/g) a una concentra-
cién de 10 mg/L. En la Figura 8 se
muestran los porcentajes de adsor-
cion de los compuestos para cada
una de las concentraciones evalua-
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das y, a diferencia de la Figura 6, los
valores maximos de adsorcion se ob-
tuvieron para una concentracién de
1 mg/L.

Los valores maximos de ge fueron
obtenidos para las concentraciones
mayores, pero los porcentajes de
adsorcion presentaron su maximo a
1 mg/L para la terbutilazina (63 %).




0,8 - m DEA
0,7 1 SIM
0,6 WATZ
i ] u TBZ
@ 0,5
B
@

10 5 1
Concentraciéon (mg/L)

Figura 7. Variacion de ge (mg/g)
con respecto a la concentracién inicial
para cada uno de los compuestos
estudiados
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Figura 8. Porcentajes de adsorcion
para cada uno de los compuestos
evaluados a diferentes concentraciones

DISCUSION

En los espectros infrarrojos de la Fi-
gura 1 se observa que la Qn Ext 1b
presenta las bandas de adsorcién ca-
racteristicas de la quitosana en la re-
gion de 3350-3290 cm™' que se atribu-
yen a modos vibracionales de estira-
miento -N-H y -OH. La QOnExt 2a
presenta el desdoblamiento de la
sefial correspondiente a la amida |
(1630 y 1620 cm) asignada al esti-
ramiento -C-O. Esto concuerda con
otros autores (Antonino et al., 2017;
Cardenas et al., 2004) y es caracteris-
tico de la a-quitina. La sefal de 1550
cm', que corresponde a la amida I,
solamente se ve definida en la Qn Ext
Ta y 2a mientras que en las otras

muestras se encuentra ausente. De
acuerdo con Abdel-Rahman et al.
(2015) esto se debe a que se obtiene
un producto desacetilado. Las ban-
das que aparecen de 1060-1012 cm
corresponden al anillo de piranosa y
al enlace glucosidico (-C-O-C). La
banda intensa que aparece en 1410
cm™ en las muestras, asi como en la
quitosana comercial a 1374 cm™ es
caracteristica del grupo acetamida
(-NHCOCH,), lo que indica que una
parte del producto obtenido es qui-
tina. También es importante destacar
la banda en 824 cm, la cual corres-
ponde al carbonato de calcio (Espin-
dola-Cortés et al., 2017; Mohammed
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etal., 2013). Esto indica que el trata-
miento con el disolvente MAC-1410
permite la obtencién de quitosana
mineralizada. El % DD fue diferente
para cada uno de los compuestos ob-
tenidos. Si bien, cada uno de los pro-
ductos proviene de un proceso de
extraccion bajo condiciones diferen-
tes, es correcto pensar que el % DD
depende del proceso utilizado v,
sobre todo, de la temperatura y
tiempo empleados para llevar a cabo
el proceso de secado de los sélidos
ya que esta es la Unica diferencia en
el proceso de extraccion entre la Qn
Ext Ta (% DD, 28,08) y la Qn Ext 1b
(% DD 42,99) con la Qn Ext 2a (%
DD 37,74) y la QnExt 2b (% DD
34,24) extraidas a 100 °C durante 18
horas y a 150 °C durante 22 horas,
respectivamente). Sin embargo, no es
posible suponer con certeza cual de
todos los factores es el que influye di-
rectamente en el % DD por lo que se
hace necesario optimizar las condi-
ciones del método y evaluar por
medio de un disefio estadistico de su-
perficie de respuesta la influencia de
cada uno de los factores respecto al
% DD.

De acuerdo con el analisis termogra-
vimétrico de la Figura 3, el com-
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puesto Qn Ext 1b solamente presentd
dos etapas de descomposicion tér-
mica. Paulino et al. (2006) reportaron
la presencia de tres etapas de des-
composicién para la quitosana. La
primera etapa (50-110 °C) es atri-
buida a la evaporacién del agua resi-
dual en la molécula. Sin embargo, en
el TGA de la QnExt 1b no se observo
esta etapa de descomposicion, indi-
cado que la temperatura utilizada
para secar el sélido después del pro-
ceso de extraccion permite evaporar
una mayor cantidad de agua y de me-
tanol que pudieran quedar por el uso
del disolvente MAC-1410©. Lo ante-
rior también se corrobora por la au-
sencia de la banda caracteristica de
agua en los espectros infrarrojos. Los
dos picos de descomposicién a 280
y 323 °C son atribuidos a la degrada-
cion de la parte de la molécula de
quitina que fue desacetilada (Kumari
et al., 2017; Ziegler-Borowska et al.,
2015).

Las micrografias de barrido de la Fi-
gura 4 indican que el método de ex-
traccion aplicado permite obtener
quitosana en forma sélida con poros
en su superficie. Sin embargo, se
hace necesario mejorar el método de
extraccion para obtener un sélido




con una superficie homogénea y po-
rosa que mejore la capacidad de ad-
sorcion de la quitosana como, por
ejemplo, una etapa de secado y de
pulverizacién menos drastica, como
el secado por aspersion.

Capacidad de adsorcion

La capacidad de adsorcion, qge, del
compuesto QnExt 1b (Figura 5) au-
menta a medida que lo hace el
tiempo de contacto. Esto se debe a la
disponibilidad de los sitios activos en
el compuesto y al equilibrio de ad-
sorcién, que para todos los compues-
tos se alcanza después de los 40 min.

También se puede apreciar que la ca-
pacidad de adsorcién de la quitosana
fue mayor a pH 3,6, con excepcion
de la atrazina, que present6 la mayor
capacidad de adsorcién a pH 10 (Fi-
gura 6).

Muchas de las propiedades caracte-
risticas de la quitosana se deben a su
naturaleza de polielectrolito catié-
nico (Kasaai et al., 2000; Rinaudo,
2008). La quitosana se protona a pH
inferiores de 6,5 (pKa = 6,5) y, depen-
diendo de la naturaleza del compo-
nente adsorbido, pueden ocurrir

ADSORCION DE TRIAZINAS POR QUITOSANA
OBTENIDA DE RESIDUOS DE CAMARON
Borja et. al., 181-205

diferentes mecanismos de adsorcion,
por ejemplo: interacciones electros-
taticas, de formacion de complejos,
puentes de hidrégeno, etc. Un factor
determinante en la capacidad de ad-
sorcion de la quitosana es el porcen-
taje de los grupos aminos en el
polimero, ya que de él depende el
nimero de cargas positivas o proto-
naciones y de la distribucién de estas
cargas en el polimero. A un pH de
3,6 la quitosana se encuentra proto-
nada y las triazinas evaluadas se en-
cuentran en su forma neutra. Por lo
que no puede ocurrir adsorcién por
medio de interacciones electrostati-
cas y es posible que la adsorcion se
[leve a cabo por interacciones pola-
res. Por el valor de pKa de las triazi-
nas (1,7 parala ATZ y SIM, 3,79 para
la DEA'y 2,0 para laTAZ) se esperaba
que a este valor de pH las fuerzas de
repulsién electrostéticas fueran ma-
yores y, por ende, disminuyera la ca-
pacidad de adsorcién. Sin embargo,
este no fue el comportamiento obser-
vado. Es posible que el % DD del
compuesto (42,85 %) y la pureza de
este interfieran en el proceso de ad-
sorcion. En otras palabras, solamente
es posible la protonacion del 42,85
% del polimero y esto puede estar
afectado por la presencia del carbo-
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nato de calcio y, por eso, no hubo re-
pulsiones entre la quitosana y las tria-
zinas y se obtuvo una mayor
capacidad de adsorcién a un valor de
pH de 3,6.

La capacidad de adsorcién a pH 7 es
casi nula para todos los compuestos.
Este comportamiento podria atri-
buirse a que, a este valor de pH, la
quitosana y las triazinas se encuen-
tran en forma molecular y es posible
que la formacién de puentes de hi-
drégeno se vea afectadas por la au-
sencia de protones en el medio.

A medida que aumenta la concentra-
cion inicial, la capacidad de adsor-
cion del compuesto Qn Ext 1b
también aumenta para cada uno de
los compuestos (Figura 6), lo que in-
dica que existen suficientes sitios ac-
adsorbente  para
interaccionar con los compuestos.

tivos en el

De los plaguicidas evaluados, la TAZ
es la que presenta mayor volumen
molecular, debido a la presencia del
grupo isobutil en su estructura. Esto
indica que los sitios activos en el ad-
sorbente podrian ser el factor que li-
mita la capacidad de adsorcién de la
quitosana. A mayor concentracion
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del plaguicida, hay una saturacion de
los sitios activos disponibles y, por
ende, disminuye la capacidad de ad-
sorcion de la quitosana (compuesto
Qn Ext 1b). Estas pruebas de adsor-
ciéon de desetilatrazina, atrazina, si-
mazina y terbutilazina en quitosana
no tienen antecedentes en la biblio-
grafia, por lo que, los resultados ob-
tenidos en esta investigacion son, tal
vez, algunos de los primeros reportes
referentes al tema. La capacidad de
adsorcion de la quitosana ha sido
evaluado principalmente frente a me-
tales pesados (Niu et al., 2017), colo-
rantes (Yuan et al., 2016) y glifosato
(Carneiro et al., 2015). Naturalmente,
la quitosana combinada con otros
componentes tiene otros usos, in-
cluso, para fines médicos: Algunos
autores usan a la quitosana para
dopar catalizadores con objeto de
descomponer las triazinas mediante
fotocatdlisis o para objetivos médi-
cos, especialmente en el cancer, pro-
duciendo nanoparticulas donde la
quitina es un componente (Qiu et al.,
2014; Wuy Zhang, 2018; Yuan et al.,
2010, en Singh et al., 2020), aunque
estos usos no estan relacionados con
el objetivo de esta investigacion.
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CONCLUSION

La caracterizacién quimica indicé
que el compuesto obtenido a partir
de los residuos de camarén fue qui-
tosana, con un % DD promedio del
44,28 %, con poros en su superficie
y particulas aglomeradas en la super-
ficie que posiblemente sean carbo-
nato de calcio. Por tanto, si es posible
la obtencion de quitosana aplicando
el disolvente MAC-1410. Sin em-
bargo, se hace necesario el estudio
de mas variables para mejorar el pro-
ceso de extraccién y la morfologia
del polimero. El método propuesto es
una alternativa al método quimico
convencional.

La capacidad de adsorcién de la qui-
tosana con respecto de los plaguici-
das triazinicos se vio afectada por la
concentracion inicial y el pH de las
muestras. Es posible que el % DD vy
la pureza del compuesto afecte el

proceso de adsorcion y por eso hay
una mejor capacidad de adsorcion a
pH acido (3,6) que a pH neutro. Tam-
bién es posible que la presencia del
carbonato de calcio interfiera en la
protonacién de la quitosana a pH in-
feriores a su valor de pKa (6,5).

Es posible optimizar estos factores en
experimentos futuros, a fin de obte-
ner un material idoneo para la extrac-
cién de contaminantes a bajas con-
centraciones. La quitosana obtenida
presentd la capacidad de adsorber la
atrazina, la desetilatrazina, la terbu-
tilazina y la simazina en soluciones
acuosas. Esta capacidad de adsorcion
se vio favorecida a una concentra-
cién de 1 ppm y a un pH de 3,6,
donde las condiciones del medio son
adecuadas para que ocurra la adsor-
cién de los compuestos en la super-
ficie de la quitosana.
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RESUMEN
La goma de algarrobo es un exudado proveniente de las ramas y troncos de los

arboles del género Prosopis, tiene una semejanza a la goma arabiga y posee
potenciales aplicaciones en el area farmacéutica, de alimentos, industria cos-
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mética, etc. El algarrobo se encuentra en regiones secas y semi secas del Ecua-
dor. En el presente trabajo se analizaron por espectroscopia FTIR, tres muestras
de goma de algarrobo y una muestra de goma arabiga grado alimenticio, para
la obtencion y comparacion de espectros. Las muestras provenientes del arbol
Prosopis juliflora, fueron recolectadas en tres dreas de la provincia de Manabi-
Ecuador: Bahia de Caraquez (Zona 1), Portoviejo (Zona 2) y Puerto Lopez (Zona
3). Se obtuvieron espectros FTIR de cada una de las muestras y se compararon
con espectros de la bibliografia. Los espectros de infrarrojos presentaron seme-
janza entre los dos tipos de gomas, algarrobo y arabiga, asi como con los de la
bibliografia; se efectu6 una comparacién analitica entre los dos tipos para la
obtencién de porcentajes de correlacion, estos fueron de 80,37; 79,83 y 79,66
% para las zonas 1, 2 y 3 respectivamente. Los resultados obtenidos abren una
linea de investigacién para la posible utilizacion de la goma de algarrobo ecua-
toriana como una nueva y accesible alternativa al uso de la goma arabiga.

ABSTRACT

Carob tree gum is an exudate obtained from the stems and branches of Prosopis
trees. It is a natural product with potential applications in food, pharmaceutical,
cosmetic industry, etc. It is found in dry and semi dry regions of Ecuador. In the
present work, samples originated from Prosopis juliflora tree, collected from
three zones of Manabi, province of Ecuador: Bahia de Caraquez (Zone 1), Por-
toviejo (Zone 2) and Puerto Lopez (Zone 3), and one sample of arabic gum,
food grade from Acacia senegal tree used as reference, were analyzed by in-
frared spectroscopy, to obtain and compare the spectrums of the each one of
the samples. Infrared spectrums of both gums were obtained and compared
with bibliography. The FTIR spectra exhibited a good correlation between the
two types of gums and with the literature; an analytical comparison was made
to obtain the correlation percentage between both gums. The results were
80.37, 79.83 and 79.66 % for 1, 2 and 3 zones, respectively. Thus, a research
line is open for the possible use of carob gum, as a new alternative and acces-
sible, instead of arabic gum.

208




ANALISIS POR ESPECTROSCOPIA DE INFRARROIOS (FTIR)
DEL EXUDADO DEL ARBOL DE ALGARROBO
Gallegos et. al., 207221

INTRODUCCION

Se denomina exudado vegetal a toda
aquella sustancia, goma, latex o re-
sina, que es producida y expulsada
en estado liquido por una planta ya
sea por estrés natural o dafos fisicos
(Goswami y Naik, 2014).

La goma de algarrobo y la goma ara-
biga se definen como exudaciones
gomosas de leguminosas, presentes
en areas aridas y semiaridas. La pri-
mera es obtenida a partir de la cor-
teza y ramas del arbol Prosopis juliflo-
ra, o especies relacionadas al género
Prosopis, procedente de América del
Norte. La segunda, a partir de los ar-
boles de Acacia senegal o seyal, ori-
ginarias de Africa del Norte (Vernon,
Beristain y Pedroza, 2000).

Las gomas naturales cumplen diferen-
tes funciones en diversas dreas de la
quimica. En el area de alimentos se
emplea en la fabricacién de carame-
los y como emulsificante, en la en-
capsulacion de saborizantes y como
estabilizante en bebidas, ademas, en
la industria farmacéutica en la elabo-
racion de pastillas, como medio de
transporte de algunos farmacos o
como aglutinante, entre otras (L6pez,
Goycoolea, Wang, 2009).

En las gomas se encuentran com-
puestos fendlicos, que son sustancias
con anillos bencénicos en su estruc-
tura. Estos compuestos ayudan al co-
rrecto funcionamiento del sistema
vegetal y actian como mecanismos
de defensa ante agentes patégenos.
Asi mismo, el consumo de productos
con alto contenido fendlico favorece
al cuerpo humano, al actuar como
antioxidantes y como parte de la de-
fensa en el sistema inmune. La in-
gesta diaria reduce la incidencia de
enfermedades cardiovasculares, dia-
betes, cancer y alergias; los polife-
noes actian como inhibidores de
radicales libres en la sangre prote-
giendo el ADN e inactivando enzimas
involucradas en procesos degenerati-
vos (Ozcan, Akpinar, Ersan y Deli-
kanli, 2014).

La goma de algarrobo tiene un alto
reconocimiento en México y se co-
noce como goma de mezquite. Ha
contribuido econémicamente a mu-
chas comunidades del centro norte
de México y sur de Estados Unidos,
por lo que actualmente la goma de
mezquite ha ganado un alto interés
en el uso industrial (Vernon et al.,
2000).
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Para el caso ecuatoriano, la comer-
cializacion de la goma de algarrobo
es nula. En la provincia de Manabi
existe un cierto reconocimiento, por
los lugarenos, de que esta exudacion
permite combatir afecciones estoma-
cales.

El Ecuador posee amplias regiones
aridas y semiaridas ubicadas en su
mayoria en la region costa, con una
extension aproximada de 9593,82
km? (Verbist, Santibafez, Gabriels y
Soto, 2010). Burghardt, Brizuela, Pia,
Albén y Palacios (2010), estudiaron
la presencia del género Prosopis en
las costas de Ecuador y Perd, ha-
[lando varias especies de Prosopis en
Manabi, Guayas y El Oro, y también
en la zona de Loja.

El aprovechamiento de estas especies
para la obtencién de goma de alga-
rrobo y la evaluacion de ésta como

posible sustituto de la goma ardbiga,
debe ser puesto en consideracién. Lo
anterior fomentaria la implementa-
cioén de bosques de algarrobo en las
zonas semiaridas y aridas del pafs,
ademas del uso de las zonas actua-
les.

Debido a la semejanza, tanto de es-
tructura quimica y fisicoquimica,
entre la goma arabiga y la goma de
algarrobo, ésta ultima supone una
nueva forma de satisfacer la de-
manda de este tipo de aditivos ante
el crecimiento industrial que se vive
en los Gltimos afios (Armijos, 2016).
En el presente estudio se propone
analizar soluciones metanélicas de
goma o exudado de algarrobo (Pro-
sopis juliflora) ecuatoriana y compa-
rar con la goma ardbiga (Acacia
senegal), por medio de espectrosco-
pia de infrarrojos.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de Muestras

Tres zonas ecuatorianas fueron mues-
treadas: Bahia de Caraquez (Zona 1),
Portoviejo (Zona 2) y Puerto Lépez
(Zona 3). La recolecciéon de muestras
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de goma algarrobo se efectué segtin
las metodologias propuestas por Has-
san (2008), Yebeyen, Lemenih y Fe-
leke (2009), Kauther y Hussien
(2018) y Sibaja (2015); para ello se
eligieron al azar 20 arboles de cada




zona que presentaron evidencia fi-
sica de goma. Las gomas fueron lim-
piadas, trituradas y almacenadas.
Ademas, se adquirié una muestra de
goma ardbiga grado alimenticio.

Analisis por espectroscopia IR

La caracterizacién por espectrosco-
pia FTIR, fue realizada en los labora-
torios de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador.

Se llevé a cabo una extraccion meta-
noélica de cada una de las muestras
de goma, siguiendo las metodologias
descritas por Mohammedelnour, et.
al (2017).

Se pesaron 5 g de cada una de las
muestras de goma de algarrobo tritu-
rada y ardbiga, en una balanza ana-
litica marca Mettler Toledo ML204.
Se disolvieron en 50 mL de metanol
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absoluto (Sigma Aldrich). Se maceré
por 48 horas a obscuras evitando el
contacto con la luz. Las soluciones
fueron filtradas a vacio con papel fil-
tro cuantitativo (MN 640 m). Las so-
luciones resultantes se concentraron
a 40 °C en una estufa, marca Binder
ED 115, hasta eliminar completa-
mente el metanol.

Se empled un equipo de espectrosco-
pia de infrarrojos Perkin Elmer BX,
ATR miracle. Mediante el software
Sprectrum se leyé el espectro de
fondo y seguido se realizaron las lec-
turas de los extractos de cada una de
las muestras de goma. Se obtuvieron
los espectros infrarrojos en transmi-
tancia %T. Finalmente, se transforma-
ron los espectros a unidades de
absorbancia (U.A) para una mejor
apreciacion de bandas y posterior
comparacién con espectros reporta-
dos en la literatura.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan las tres
zonas de muestreo seleccionadas
para este estudio, asi como algunas

caracteristicas geograficas de cada
una de ellas.
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Tabla 1. Ubicacién de las zonas de muestreo en la provincia de Manabi
para la obtencién de la goma de algarrobo

Rango de Promedio
N° Ubicacién Coordenadas Temperatura de lluvia
(junio-julio) (junio-julio)
Bahia de Cardquez, Latitud:0°36'16.45"S o
Tonal San Vicente. longitud:80°23'58.71"0  230=300°C  0.0-1.1mm
Portoviejo,
Jardin Botdnico de la Lafitud:1°2'32.24"S o
Tona2 Universidad Técnica Longitud:80°27'10.99"0 170-320°C 00-04
de Portoviejo
Zona 3 Puerto Lopez, Bosque Latitud:1°31'52.61"S 210-310°C 0.0-0.5mm

seco de Algarrobo

Longitud: 80°44'32.41"O

Se programaron las fechas de reco-
leccion, en la provincia de Manabi,
entre los meses junio y julio del
2018. Cabe recalcar que las edades
de los arboles de la zona 1 y zona 2
fueron similares, de 5 a 10 anos,
mientras que la zona 3 contiene ar-
boles de edades jovenes de 3 a 5
afios; esto con el objetivo de observar
diferencias de composicion entre las
gomas (Inamhi, 2018).
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Andlisis por espectroscopia IR

Las Figuras 1 a 4 muestran los espec-
tros de infrarrojo obtenidos a partir
del analisis de los extractos de tres
muestras de goma de algarrobo y de
goma arabiga. Cada una de ellas esta
representada por absorbancia versus
el nimero de onda (cm™), en los cua-
les se identifican las bandas mas sig-
nificativas.
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Figura 1. Espectro infrarrojo, absorbancia versus longitud de onda,
para la goma de algarrobo de la zona 1, Bahia de Cardquez
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Figura 2. Espectro infrarrojo, para la goma de algarrobo de la zona 2,
Portoviejo
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Figura 3. Espectro infrarrojo, para la goma de algarrobo zona 3,
Puerto Lopez
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Figura 4. Espectro infrarrojo, para la goma ardbiga grado alimenticio
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DISCUSION

En el presente trabajo se analizaron
los compuestos fendlicos encontrados
en los extractos de goma arabiga y al-
garrobo. Entre los picos sobresalientes
y relacionados en bibliografia, estan
los grupos fendlicos a 3210 ~ 3320
cm™ (Vasile, Romero, Judis y Mazzo-
bre, 2016). Otra banda caracteristica
es la del grupo de los alcanos, en este
caso polimeros de carbohidratos, con
frecuencias de 2939 ~ 2946 cm™ en-
contrado en todas las gomas de alga-
rrobo, menos en la muestra de goma
arabiga (Lopez, Cérdova, Goycoolea,
Valdez, Onofre y Mendoza, 2012).
Esto se debe a la presencia de molé-
culas de agua en la mezcla, lo que
usualmente genera una expansion de
la sefal del grupo O-H solapando
otras absorciones de importancia (Pa-
lencia, 2018). La aplicacion de la se-
gunda derivada ayuda a la separacion
de picos solapados, sin embargo al
ser un procedimiento matematico
este posee limitaciones, lo cual po-
dria resultar en una distorsion del es-
pectro (Rieppo, Saarakkala, Narhi,
Helminen, Jurvelin y Rieppo. 2012).
Los picos 1629 a 1663 cm™ demues-
tran la presencia de flavonoides y gru-
pos carbonilo (Vasile et al., 2016). Los

picos entre los 1300 y los 1400 cm!
también son equiparables con biblio-
grafia, representando a los enlaces C-
C para aromaticos y alcanos (Udo,
Odoemelam y Okon, 2017). La
banda a 1014 cm™, indica estiramien-
tos en enlaces C-O (Bashir y Hari-
priya, 2016).

Bashir y Haripriya, (2016) sefialan
que los picos a 1400 cm™ son debido
a acidos urénicos y residuos de aci-
dos carboxilicos; de igual manera es-
tablecen que los picos correspon-
dientes a 1014 cm™ podrian ser des-
critos como moléculas de arabinoga-
lactanas.

La comparacién analitica de espec-
tros, entre los tres extractos de las
muestras de goma de algarrobo con-
tra el de la muestra de goma ardbiga
comercial, presentd un porcentaje de
correlacién de 80,37 % para la goma
de la zona 1, 79,83 % para la goma
delazona 2y 79,66 % para la goma
de la zona 3. La baja de resolucion
de los picos vy la falta del pico entre
2939 ~ 2946 cm™ en la goma arabiga
generaron una disminucién en el
porcentaje de correlacién. De igual
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forma, los espectros entre la goma de
algarrobo joven, zona 3, y la goma
de algarrobo madura, zonas 1 vy 2,
fueron similares, por lo que se puede
decir que su estructura quimica es se-
mejante. De este modo, la composi-
cién organica no varia con el tiempo
de vida del arbol, si no que varia la
cantidad de agua y minerales con la
cual es exudada, los cuales son apro-
vechados para el crecimiento del
arbol.

La buena correlacién entre los espec-
tros de los extractos de goma arabiga
y goma de algarrobo, demuestran
una estructura quimica y de compo-
sicion similares. De igual manera, al
comparar los espectros de goma de
algarrobo con trabajos relacionados,
se puede encontrar una similitud
tanto para goma ardbiga como para
goma de algarrobo (Lépez et al.,
2012; Vasile et al., 2016; Elbadawi,
Alsabah, y Abuelhassan, 2018).

Por otro lado, se debe mencionar que
las disoluciones acuosas de goma de
algarrobo presentaron una colora-
cién mas oscura que la de goma ara-
biga. La coloracién esté relacionada
con la cantidad de taninos conden-
sados en las gomas, los cuales pro-
vienen de las proantocianidinas. A
mayor intensidad, mayor el conte-
nido (Sibaja, 2015). Del mismo modo
el trabajo propuesto por Vasile, Ro-
mero, Judis, Mattalloni, Virgolini, y
Mazzobre, (2019) demostraron un
alto contenido de taninos respecto a
la goma arabiga. Las proantocianidi-
nas son compuestos fenélicos o poli-
meros de flavonoides encontrados en
gran variedad de plantas. Son las res-
ponsables de otorgar propiedades an-
tioxidantes y consecuentemente una
coloracion café-rojiza (IBQ, 2014).
En base a este estudio, se deduce que
la goma de algarrobo posee un
mayor contenido fendlico en relacion
a la goma ardbiga.

CONCLUSION

El estudio por espectroscopia de in-
frarrojos demostr6é que los espectros
de las tres muestras de goma de alga-
rrobo y de la goma arabiga grado ali-
menticio son comparables, por lo
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que comparten una estructura qui-
mica similar. Los porcentajes de co-
rrelacion demuestran un valor de
alrededor del 80 %, considerado re-
lativamente elevado.




La variacion de edad de los arboles,
entre 3 a 10 afios, no influye en la es-
tructura quimica de la goma de alga-
rrobo, los espectros de las gomas de
las zonas 1, 2 y 3 fueron semejantes
entre ellos.

De igual forma los espectros y la
identificacion de picos, obtenidos ex-
perimentalmente, fueron compara-
bles con espectros encontrados en
bibliografia para la goma de alga-
rrobo y goma ardbiga.
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Los resultados obtenidos representan
una linea base para el desarrollo de
conocimiento en relacién a las posi-
bles aplicaciones de la goma de al-
garrobo, como alternativa de uso de
la goma arabiga comercial. Esto ge-
neraria beneficio para la comunidad
ecuatoriana, ademas de fomentar el
aprovechamiento de los recursos que
existen en las regiones dridas y semi-
aridas del pais.
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RESUMEN

Se reporta el estudio del contenido de Pb(ll) en seis marcas de cervezas artesa-
nales de la ciudad de Quito-Ecuador, utilizando Voltametria de Redisolucién
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Anddica con Pulso Diferencial (DPASV, por sus siglas en inglés), diamante do-
pado con boro (BDD, por sus siglas en inglés) como electrodo de trabajo y buf-
fer de acetato como solucion electrolitica. La caracterizacion del BDD se llevé
a cabo mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM, por sus siglas en
inglés) y Voltamperometria Ciclica (VC). Los resultados por SEM mostraron que
la superficie de electrodos de BDD es rugosa y granular, la cual presenté una
baja corriente capacitiva y una respuesta electroquimica quasi-reversible frente
al par redox Ferri/Ferrocianuro de potasio. El método se optimiz6 en un rango
lineal entre 0,3-1,3 mg L™, se obtuvo repetibilidad con un RSD del 4,56 %, re-
producibilidad del 9,19 % y limite de deteccién de 0,020 mg L. Las cervezas
analizadas fueron etiquetadas como A, B, C, D, E y F, preservando asi la iden-
tidad de las marcas que participaron en el estudio. Las muestras de cerveza B,
C, Dy E cumplen con la normativa NTE INEN 2262 para Pb(ll) con una con-
centracion por debajo de su Iimite maximo permitido de 0,1 mg L', mientras
las muestras A y F exceden del limite maximo permisible. El método se valid6
mediante la comparacién de los resultados obtenido por DPASV vy Espectros-
copia de Absorcién Atémica por Llama (FAAS, por sus siglas en inglés), donde
pruebas t-student indican que no hay diferencia significativa para la determi-
nacion del Pb(ll) entre los métodos. Se concluye que la técnica de DPASV es
una alternativa efectiva para la determinacién de Pb(ll) en cervezas artesana-
les.

ABSTRACT

Lead content was determined in six brands of craft beers from Quito-Ecuador,
using Differential Pulse Anodic Stripping Voltammetry (DPASV), boron-doped
diamond (BDD) as working electrode and acetate buffer as electrolytic solution.
BDD was characterized using Scanning Electron Microscopy (SEM) and Cyclic
Voltammetry (CV). The SEM results showed that its surface is rough and granular,
where it presented a low capacitive current and a quasi-reversible electroche-
mical response against the Potassium Ferri/Ferrocyanide redox pair. The method
was optimized with defined electrochemical signals from the analyte, a linear
range between 0.3 - 1.3 mg L', repeatability with RSD of 4.56 %, reproducibi-
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lity with RSD of 9.19 % and a detection limit of 0.020 mg L. The analyzed
beers were labeled A, B, C, D, E and F, to preserve the brand identity for this
study. Samples B, C, D and E comply with the NTE INEN 2262 norm for lead,
whose value is below its maximum allowed limit of 0.1 mg L"'; while samples

A and F exceed that limit. The method was validated by comparing results with

respect to Flame Atomic Absorption Spectrophotometry (FAAS), where the t-

student test indicates that there was no significant difference for both methods.
It is concluded that the DPASV technique is an effective alternative for the de-

termination of lead in craft beers.

INTRODUCCION

La cerveza artesanal es una de las be-
bidas mas consumidas en el mundo;
preparada de manera casera, a partir
de la cebada, ldpulo, agua y levadu-
ra. Se ha incrementado su produc-
cion en los dltimos afos, debido a
que es posible obtenerla manual-
mente, es decir, sin procesamiento
industrial. Sin embargo, su buena ca-
lidad puede verse afectada por la pre-
sencia de metales pesados en su
contenido (Passaghe et al., 2015;
Corro y Vasquez, 2010).

Particularmente, el plomo, en ese
contenido, puede provenir de la con-
taminacion de la materia prima de
esta bebida. El plomo es un metal pe-
sado que puede actuar como neuro-

toxina, produciendo graves e irrever-
sibles dafos a la salud humana. Sus
signos y sintomas de contaminacion
en seres humanos se reflejan en pro-
blemas de comportamiento, anemia
y dafio renal que puede ocasionar la
muerte (Fennema et al., 2010).

Se han reportado varios métodos de
andlisis para la determinacién de
estos metales pesados en cervezas,
tales como: Espectrofotometria de
Absorcion Atdomica (AAS) (Bellido et
al., 2000), Espectrofotometria de Emi-
sion Atomica (AES), Espectrofotome-
tria de Emisién Optica — acoplado al
Plasma Inducido (ICP-OES) (Matsus-
higue y de Olivera, 1993), Espectro-
fotometria de Absorcién Atémica con
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Horno de Llama de Termospray (TS-
FF-AAS) y Cromatografia I6nica (IC)
(Michalski et al., 2009). Sin embargo,
estas técnicas son muy costosas de-
bido a la instrumentacién compleja
que las constituyen y la poca porta-
bilidad que pueden ofrecer. Como
una técnica de andlisis alternativa, se
utiliza de Voltametria de Redisolu-
cién Anddica (ASV, por sus siglas en
inglés), la cual consiste en la aplica-
cién de un potencial para medir la
senal de corriente del analito, acu-
mulado previamente sobre la super-
ficie del electrodo de trabajo me-
diante un paso de pre-concentracion
potenciostatico.

En el presente estudio, para obtener
la senal que corresponde al analito,
se utiliz6 voltametria de pulso dife-
rencial (DPV, por sus siglas en inglés),
en la cual se aplican pulsos de poten-
cial que permiten medir la corriente
faradica, sin interferencia de la co-
rriente capacitiva de acumulacién de
carga en la superficie del electrodo
(Skoog et al., 2014).

Anteriormente, para la determinacién
electroanalitica de metales pesados,
se utilizaba electrodos de trabajo de
gota de mercurio (HMDE); debido a
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que ofrecian la redisolucién rapida
del metal a partir de su superficie,
amplia ventana de potencial de re-
duccién (potenciales negativos) y
bajas corrientes de fondo (corriente
capacitiva) para la determinacién de
los analitos a escala de traza (Zapata
etal., 2016). Sin embargo, su uso ya
no es recomendable en estos dias,
debido a que el mercurio es muy t6-
xico. Debido a la problematica con
el mercurio, se han planteado elec-
trodos de trabajo alternativos, tales
como: bismuto, materiales carbona-
ceos como grafito, carbon vitreo,
pastas de carbono, carbono impreso
y BDD. Este dltimo es un material
que contiene carbono sp?, generado
como contaminante del carbono sp?
del diamante al momento de doparlo
con boro. El boro se inyecta durante
la sintesis del diamante mediante de-
posicion con vapor quimico (CVD,
por sus siglas en inglés), este se esta-
blece en la estructura cristalina del
diamante, tomando el nombre BDD.
Al contrario que el diamante el BDD
es conductor y apropiado para ser
utilizado como electrodo (Liu et al.,
2016; Xu et al., 1997).

En este trabajo se reporta la cuantifi-
cacion de Pb(ll) en cerveza artesanal




mediante DPASV utilizando un elec-
trodo de trabajo de BDD. Hasta el
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momento no existe reportes de este
tipo de estudios.

MATERIALES Y METODOS

Instrumentacion

Microscopio de barrido de electrones
(SEM Phenom Pure) con detector de
electrones secundarios; plancha de
calefaccion MTOP MS100 (HP 100),
bano de ultrasonido Branson 3800;
Potenciostato PGSTAT204 de Autolab
Metrohm, celda electroquimica en
forma de corazén, BDD como elec-
trodo de trabajo, Ag/AgCl como elec-
trodo de referencia y mina de grafito
como contraelectrodo; Espectrofoto-
metro de absorcion atémica Perkin
Elmer AAnalyst 400; y pH - metro
Melter Toledo.

Reactivos

Cloruro de potasio, 99,99 % (Fischer;
Grado Analitico); acido clorhidrico,
37 % (Fischer; Grado Analitico); acido
nitrico, 69,2 % (Fischer; Grado Anali-
tico); acido acético glacial, 99,99 %
(Merck, Grado Analitico); acetato de
sodio (Loba Chemie, Grado Reactivo);
y ferrocianuro de potasio, 99,99 %
(Merck, Grado Analitico).

Toma de muestras

Las muestras de cerveza artesanal se
obtuvieron mediante un muestreo
aleatorio, de bares y locales de con-
sumo, de tres diferentes sectores de
Quito-Ecuador: La ’Y”, La Foch y La
Pradera. Las diferentes marcas de cer-
vezas analizadas fueron etiquetadas
como: A, B, C, D, Ey F, preservando
asi la identidad de las marcas que
participaron en el estudio.

Caracterizacion superficial del elec-
trodo de trabajo

La superficie del electrodo de dia-
mante dopado con boro (BDD) fue
caracterizado mediante SEM, apli-
cando un voltaje de resoluciéon de 15
kV para la obtencion de la imagen de
su topologia.

Caracterizacion electroquimica del
electrodo BDD mediante voltampe-

rometria ciclica

La caracterizacion del electrodo se
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realiz6 mediante voltamperometria
ciclica, se emple6 como electrolito
de soporte de KCI 0,1 mol L', un
electrodo de referencia de Ag/AgCl
(con KCI 3 mol L") y un contraelec-
trodo de grafito.

La ventana de potencial de trabajo
del electrodo fue determinada por
medio de un barrido de potencial ci-
clico, a una velocidad de 0,1V s'.

Se determind la capacitancia de
doble capa con el electrolito soporte
en un rango de velocidad de barrido
entre 0,025 - 0,125V s'. Ademas, se
estudio el comportamiento de trans-
ferencia de electrones del par redox
Ferri/Ferro a través de la constante de
velocidad de intercambio (k°), calcu-
lado a partir de la ecuacién (ec. 1)y
el método de Nicholson (Nicholson,
1965); para ello se utilizé una solu-
cion de ferrocianuro de potasio 4
mmol L' en KCI 0,1 mol L' en un
rango de velocidad de barrido de
0,01a0,1Vs.

_ b@DoFu) ()
~ (RT)1/2

0

Donde, k° es la constante de veloci-
dad de intercambio de electrones, ¥
es la funcion de la constante hetero-
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génea de velocidad del electrén, Dy
es la constante de la especie quimica
que realiza el proceso redox, ves la
velocidad de barrido, F es constante
de Faraday, R es la constante univer-
sal de los gases y T es la temperatura
(25 °C).

Validacion de la determinacion de
Pb(Il) por DPASV

Se construyé una curva de calibra-
cion de Pb(ll), en un rango de con-
centraciones de 0,25 a 1,25 mg L.
Se determiné el rango lineal, limite
de deteccion y cuantificacién, repe-
tibilidad, reproducibilidad y exacti-
tud.

Tratamiento de las muestras reales

Se realiz6 una digestion acida abier-
ta, para eliminar la posible presencia
de especies interferentes en las mues-
tras de cerveza artesanal. Para esto,
se tomaron alicuotas de 25 mL de la
muestra, se desgasificaron mediante
bafo de ultrasonido, se mezclaron
con HNO; al 67 %, se calentaron
lentamente en una plancha calefac-
tora, se aforaron a 50 mL con buffer
de acetato 0,1 mol L', apH de 4,5; y
se diluyeron en el buffer de acetato
con un factor de dilucién de 1:50.




Todas las muestras fueron fortificadas
con soluciones estandar de Pb, a
concentracion conocida, de manera
independiente y dentro del rango li-
neal establecido para este estudio
(Nascentes et al., 2005).

Determinacion electroanalitica de
Pb(Il) mediante DPASV y FAAS

Las muestras fueron analizadas por
DPASV y por FAAS. Los resultados
obtenidos fueron comparados me-
diante pruebas de t-student para va-
rianzas desiguales.
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La deteccién de Pb(ll) por DPASV se
realiz6 a potencial de pulso y ampli-
tud de 0,01 y 0,05 V respectiva-
mente, y a tiempo de modulacién e
intervalo de 0,05 y 0,5 s respectiva-
mente. En el caso de la deteccion por
FAAS se utilizé una lampara de ca-
todo hueco multielemental, a una
longitud de onda de 217 nm, Slit de
0,5 a2 mmy con flujo de aire com-
primido—-acetileno en proporcién
10:2

RESULTADOS

Caracterizacion superficial del elec-
trodo

En la Figura 1 se observa la imagen
del electrodo BDD, obtenida por SEM.

Figura 1. Imagen SEM
de un electrodo de BDD

Caracterizacion electroquimica del
electrodo

En la Figura 2, se muestra el compor-
tamiento  voltamperométrico del
BDD en el medio electrolitico, con
una ventana de potencial de -1,2 a

1,2V
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454

30

1,4 07 0,0 0,7 14
E (V vs. Ag/AgCl)

Figura 2. Voltamperograma ciclico del
BDD en KCI 0,1 mol L, a velocidad de
barrido de 100 mV s'!

La Figura 3 muestra una serie de vol-
tamperogramas ciclicos sobre el elec-
trodo de BDD, en KC| 0,1 mol L7, a
diferentes velocidades de barrido y
en su inserto se observa la curva de
densidad de corriente vs. velocidad
de barrido de los voltamperogramas
anteriores.

40
y = 1,85E-4x + 0,0147
0,8 - NASS R*=0,9951
=30
g
E 25
20
—~0,4-
< 15
3
N
—
0,0
——50mVs'
——75mVs’'
-0,4 —— 100 mV's"
——125mVs’

-0,15 0,00 0,15

0,30 0,45 0,60

E (V vs. Ag/AgCl)

Figura 3. Voltamperogramas ciclicos del BDD en KCImol L''pH =1,
a distintas velocidades de barrido. Inserto, curva j vs. v, tomada a 0,16 V

La Figura 4, muestra los voltampero-
gramas ciclicos del electrodo BDD
en solucién de Fe(CN).** 4 mmol L
en KCI 0,1 mol L. A partir de esta fi-
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gura se construyé la curva Intensidad
de corriente vs. la raiz cuadrada de la
velocidad de barrido (inserto).
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150 150 y=431,65x - 3,38
75 R =V
100 :ﬂ% o
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3 07
~
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-50 4 —25mV/s
—— 50 mV/s
100 - —— 75 mV/s
— 100 mV/s
-0,25 0,00 0,25 0,50 0,75

E (V vs. Ag/AgCl)

Figura 4. Comportamiento del K3;Fe(CN), 4 mmol L' en BDD, KCI mol L7, pH =1,
a distintas velocidades de barrido. Inserto, curvas de I, vs. v'/2

Determinacion electroanalitica de
Pb(Il) sobre BDD mediante DPASV

La Figura 5, muestra la sefal de redi-
solucién del Pb(ll) por DPASV y en el

inserto se detalla la curva de calibra-
cién respectiva. La Figura 6 indica el
estudio del efecto matriz, a partir de
curvas de calibracién construidas
con y sin fortificacion.

12,07 125
10,0 ¥=9,9435x - 1,6177
R'=09903 /S
061275
EX
= 5,0
IS
1 25
—~72
< 0,0+
0,00 0,26 0,52 0,78 1,04 1,3
3— Concentracion (mg/L)
— 4,87 4
—0,25mgL
—— 0,50 mg L"
4 —075mgL’
2,4 5,75 mg |
1,00 mg L
— 1,25 mg L'

0’-(}),70 -0,'63

-0,56 -0,49 -0,42

E (V vs. Ag/AgCl)

Figura 5. Voltamperograma de pulso diferencial de Pb(ll) en Buffer dcido
acético/acetato de sodio 0,1 M a pH = 4,5. Inserto, curva de calibracién
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151
y =9,37832x + 0,7722
124 R? =0,9926
— 9. y =12,4842x - 2,0667
g_ R*=10,9914
-
]
6
3
= Sin fortificacién
®  Con fortificacion

0 T T T T
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5
Concentracién (mg L)

Figura 6. Curvas de calibracién para Pb(ll), sin y con fortificaciéon de la muestra,
por DPASV en BDD

La informacion de la Tabla 1, resume la Tabla 2. Mientras que en la Tabla
el comportamiento redox del 3, se presenta el contenido de Pb(ll)
Fe(CN)y>* sobre el electrodo BDD. analizado por DPASV y FAAS para

cada muestra analizada, con el limite
Las figuras de mérito obtenidas en la maximo permisible seglin la norma
evaluacion del método de deteccion NTE INEN:2262 y su cumplimiento.

de Pb(ll) por DPASV se muestran en

Tabla 1. Resumen de los datos de la Voltamperometria Ciclica
del K;Fe(CN), en el electrodo de BDD

v Ep’/z AEp Ep'ox Ip o /Ip "y K°
(mVsT) (mV) (mV) (mV) ' ’ (ecmsT)
10 362,5 107 416 0,92 1,52 x 10
25 376,0 102 425 0,99 2,41 x 103
50 373,5 115 427 0,97 3,41 x 103
75 372,5 123 436 1,03 2,92 x10%
100 3750 139 395 1,08 2,41 x 10
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Tabla 2. Pardmetros analiticos para el Pb(ll), medidos por DPASV (n = 3)

Pardmetro Pb(Il)
Rango lineal (mg L) 0,25-1,25
Coeficiente de correlacion (R?) 0,9903
Limite de Deteccidn (este trabajo) (mg L) 0,020
Limite de Deteccién (FAAS, Nascentes et al., 2005) (mg L") 0,046
Limite de Cuantificacién (este frabajo) (mg L") 0,066
Limite de Cuantificacion (FAAS, este frabajo) 0,153
Repetibilidad concentraciones bajas (%RSD) (mg L) 10,53
Repetibilidad concentraciones altas (%RSD) 4,56
Reproducibilidad (%RSD) 9.19

Tabla 3. Contenido de Pb(ll) obtenido en diferentes marcas de cerveza artesanal

Morca (Ir):: o ) 7RSD (:;ALi) 7% RsD F'Z?mT&f, o e
(mg L) 2262 (*)
A 0,2740 4,82 0,0672 5,36 0,1000 No
B 0,0663 5,86 0,0785 3,89 0,1000 Si
[ 0,0843 4,18 0,0635 5,06 0,1000 Si
D 0,0959 4,06 0,0955 5,43 0,1000 Si
E 0,0448 5,6 0,0642 4,67 0,1000 Si
F 0,1615 6,12 0,0650 5,69 0,1000 No

*El criterio expuesto se realizd al comparar con los resultados obtenidos mediante la técnica de DPASV

rd
DISCUSION
La morfologia del electrodo BDD no lor obscuro de los cristales de dia-
presenta fisuras en su superficie, lo mante se asocia al dopado con boro
que sugiere que es apto para las de-  durante su construccién y a la pre-
terminaciones electroquimicas. El co- sencia de carbono sp?, Figura 1
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(Macpherson, 2015). La Figura 2 pre-
senta una ventana de potencial de
trabajo de 1,20 a -1,20V, la cual es
mas estrecha que la reportada por
Show et al. (Show et al., 2003), y por
Xu et al. para el BDD de alta calidad
(Xu et al., 1997). Ademas, se observa
la senal el potencial de evolucién de
oxigeno a 1,2 V y la sefial de desor-
cién de oxigeno de la superficie del
electrodo, a 0,3 V (Sartori et al.,
2018). En la Figura 3, la densidad de
corriente incrementé linealmente
con la velocidad de barrido con un
factor de correlacion de 0,9951 (in-
serto de la figura), se obtuvo un valor
de capacitancia del electrodo es de
0,0002 puF cm?, siendo este menor al
valor reportado por Dejmkova et al.,
de 15,2 uF cm?; esta diferencia se
puede asociar a la resistencia capa-
citivay a la baja concentracién de C-
sp? que podria presentar el electrodo
de BDD utilizado en el analisis
(Dejmkova et al., 2009; Liu et al.,
2016; Kim et al., 2013). Los picos,
anddico y catédico (Figura 4), son
bien definidos y el potencial de oxi-
dacion y reduccién varian en aproxi-
madamente 0,1 V al incrementar la
velocidad de barrido, lo que indica
que no hay complicaciones cinéticas
en el proceso redox del par ferri-ferro
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(Fe(CN)*"*) sobre la interfase del
BDD (Yu et al., 2012). La variacion li-
neal de la corriente, tanto anédica
como catddica, con respecto a la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido
(inserto de la Figura 4), indica que la
reaccion redox sobre la superficie del
BDD, es quimica y electroquimica-
mente reversible, y esta controlada
por la difusién linear semi-infinita del
Fe(CN)y** (Show et al., 2002). De-
bido a que el comportamiento redox
del Fe(CN)g** esta gobernado por un
proceso de transferencia de electro-
nes de esfera interna, la fraccion ex-
puesta de carbono C-sp? sobre el
BDD lo hace un electrodo muy sen-
sible a la limpieza, no obstante, el
comportamiento obtenido, sugiere
que el BDD utilizado respondié efec-
tivamente al proceso electroquimico
sometido (Show et al., 2002). El au-
mento ligeramente con el incremento
de la velocidad de barrido (Tabla 1),
indicando un control adecuado de la
caida 6hmica (resistencia del electro-
lito) y la ausencia de complicaciones
cinéticas ocasionadas por reacciones
quimicas que pudiesen ocurrir en el
medio electrolitico, la presencia de
oxigeno o modificaciones superficia-
les del electrodo a niveles microscé-
picos (Garcia — Jarefio et al., 1998;




Swain, 2004). Los valores de k° va-
rian ligeramente al incrementar la ve-
locidad de barrido,
caracteristico de electrodos rugosos
como el BDD (Fischer et al., 2004;
Alehashem et al., 1995). Estos valores
estan dentro del rango de 1x10°¢a
1x102 cm s, particular del BDD de
alta calidad frente al sistema redox
Fe(CN)g*#* (Granger et al., 2000). La
Figura 5 muestra la senal de rediso-

lo cual es

lucion del plomo por PDV, donde se
observa una sefal simétrica que au-
menta con la concentracién de
plomo en solucién, con un factor de
correlacion de 0,9903 y una sensibi-
lidad de 9,9 mA/mgL"' (inserto de la
figura), lo que demuestra un compor-
tamiento lineal favorable de la senal
medida con la concentracion de Pb
en solucién. En el estudio de efecto
matriz, Figura 6, se encontrd que hay
poca influencia de la matriz, donde
se encuentra la cerveza, sobre las
medidas, ya que no hay diferencia
significativa en la sensibilidad de la
curva de calibraciéon cuando la
muestra se encuentra en presencia de
los estandares fortificados a cuando
se estd en ausencia de ellos (Pretty et
al., 1990; Brooksh y Kovalski, 1994).
De acuerdo con estos resultados, se
utilizé la ecuacion de la curva con
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fortificacion para la cuantificacion de
las muestras. El LD y LC obtenido por
DPASV, son mas bajos con respecto
a la técnica de FAAS, Tabla 2 (Nas-
centes et al., 2005). En los estudios
de repetibilidad y reproducibilidad
del método, para un analisis por tri-
plicado, se encontré que la senal es
repetible (RSD de 4,56 %) s6lo a con-
centraciones altas de la curva de ca-
libracién (curva optimizada) vy
reproducible para la deteccion en
cerveza, a concentracion de 0,875
mg L', con un RSD de 9,19 %. La
Tabla 3, muestra que cervezas etique-
tadas como B, C, D y E cumplen con
la normativa NTE INEN 2262, ya que
no exceden el limite maximo permi-
sible por esta norma, sugiriendo que
el tratamiento de la muestra fue efec-
tivo para la eliminacién de la matriz
orgdnica (Matusiewicz y Kopras,
1997). Por otro lado, las cervezas Ay
F exceden del limite maximo permi-
tido de Pb(ll) para esta normativa. Sin
embargo, debemos destacar que el
valor permisible para Pb(ll) en la
norma NTE INEN 2262 es menor con
respecto a la normativa mundial del
Office International de la Vigne et du
Vin (OlV, 2014; Ghanjaoui et al.,
2011), el cual se establece de 0,2 mg
L. De acuerdo a la prueba estadis-
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tica t-student, no hay diferencia sig-
nificativa en la comparacién de los
resultados obtenidos por DPASV con

respecto a lo obtenido por FAAS, en
la determinacion de contenido del
Pb(Il) en cerveza artesanal.

CONCLUSION

La caracterizacién superficial y elec-
troquimica del electrodo de BDD su-
gieren que éste es un electrodo apto
para su empleo en la determinacion
de Pb en muestras de cervezas arte-
sanales. La DPASV sobre electrodos
de BDD, es una técnica alternativa,
innovadora y apropiada para la deter-
minacion de Pb(ll) en muestras de
cerveza artesanal de la ciudad de
Quito, Ecuador. Los resultados obte-
nidos con el método optimizado por

DPASV no mostraron diferencia sig-
nificativa con resultados obtenidos
por FAAS. Las muestras de cerveza B,
C, D y E cumplen con la normativa
NTE INEN 2262 para Pb(ll) al tener
un valor por debajo del Iimite ma-
ximo permitido por esta norma.
Mientras, las muestras A y F no cum-
plen con la normativa ecuatoriana,
pero si con la normativa internacio-
nal.
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COLOREA TU ROPA CON QUIMICA

Samantha Garcia & Doménica Vasconez

En los dltimos afos, la innovacién en el campo textil se ha venido manifes-
tando, dentro del ambito cientifico, siendo la quimica un eje importante para
el desarrollo de esta. La quimica se ha utilizado desde siempre en esta industria,
a fin de lograr mayor resistencia en los productos, durabilidad, suavidad o sim-
plemente para evitar que se decoloren las prendas con el uso o por accién de
agentes externos como el sol (IndustriaALL Global Union, 2013). Pero jcuél es
el trasfondo cientifico por el cual el color de una camiseta, mochila o de un
accesorio cambie por la accion del sol?

Ciertas marcas como “Del Sol” (Del sol, 2019) han implementado la tecnologia
espectro-cromatica, incorporando cristales espectro-crémicos organicos dentro
y fuera de los textiles, los cuales contienen “colores ocultos” que funcionan
como sensores de proteccion solar. Los cristales espectro-crémicos organicos
(Salantino, 2004), revelan colores tras el efecto de la radiacion, debido a su in-
teraccion con las ondas electromagnéticas que componen los rayos de luz. En
estos cristales, que pueden ser disefiados quimicamente, se produce un cambio
de energia debido a esta interaccion, lo que trae como consecuencia que el
color del tinte sea visible al ojo humano.

Los cristales espectro-crémicos, poseen la caracteristica de “desplazamiento
molecular”, basada en el cambio del rango de las longitudes de onda del es-
pectro electromagnético, producto de los cristales espectro-crémico que los re-
vela al ojo humano en un rango de visibilidad que va desde los 400 nm hasta
los 700 nm. ;Qué longitud de onda causa este fendmeno? Las investigaciones
muestran, que en un textil solo se produce cambio de color en presencia de la
radiacion en el rango ultravioleta y aunque cada cristal espectrocrémico opera
a una longitud de onda ligeramente diferente, la longitud de onda éptima se
encuentra alrededor de 365 nm. Para corroborar esta afirmacion, se realizé un
simple experimento en el Laboratorio de Optica de la Escuela de Ciencias Fi-
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sicas y Matematicas, de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Pon-
tificia Universidad Catélica del Ecuador. En dicha experiencia, se sometié a un
textil, fabricado por la empresa “Del Sol”, a una radiacién utilizando diferentes
fuentes de excitacién provenientes de LEDs (diodos emisores de luz, por sus
siglas en inglés). En las Figuras 1, 2 y 3; se muestra el textil bajo excitacion de
LEDs azul (450 nm), verde (540 nm) y rojo (650 nm), respectivamente (Borrero,
2019). Se puede observar que, con ninguno de estos LEDs, se logré coloracion
sobre el textil (ver, Figura 4). Sin embargo, si se irradia el textil con un LED de
longitud de onda ultravioleta (385 nm), Figura 5, en pocos segundos se observa
un cambio de color, Figura 6.

Figura 1. LED azul Figura 2. LED verde Figura 3. LED rojo Figura 4. Resultados
(450 nm) (540 nm) (650 nm) con LEDs azul,
rojo y verde
Figura 5. LED ultravioleta Figura 6. Resultados Figura 7. Textil bajo luz solar
(385 nm) con LED ultravioleta
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En la figura 7, se muestra el cambio de color en el textil bajo la incidencia de
luz solar; resultado que corrobora lo expuesto en el parrafo anterior. La luz ul-
travioleta, proveniente del Sol, induce cambios de color sobre el textil y no la
luz visible, comportamiento asociado a los cristales espectrocrémicos conte-
nidos en el textil.

El estudio de materiales espectro-crémicos es de gran importancia, debido a
su potencial aplicacién como sensores de proteccion solar. Los cambios de
color que se producen debido a la interaccién de estos cristales con el espectro
electromagnético, permiten alertar sobre la presencia de los dafinos rayos ul-
travioleta. Por lo que, indudablemente podemos decir que la quimica es un
instrumento en la industria textil que potencia la generacién de productos in-
novadores de interesante utilidad para el consumidor, aunque el mismo no esté
enterado de los procesos quimicos responsables de tan atractivos productos.
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EL PARTICULAR LENGUAJE DE LOS INSECTOS SOCIALES

Andrea Jaramillo

Los insectos son artropodos, que pertenecen a la clase Insecta, en la que estan
incluidos varios 6rdenes, muchos de ellos viven en forma solitaria y otros en
grupos llamados colonias. A estos Gltimos se los denomina insectos sociales.
Los insectos se comunican de una forma particular, no hablan y aunque pueden
emitir sonidos, existe otra forma de comunicacién entre ellos, la comunicacion
quimica. Entonces, ;como logran los insectos intercambiar informacién entre
ellos utilizando la quimica? La respuesta a esta pregunta estd en unas sustancias
[lamadas Feromonas, que son compuestos quimicos que sirven para que los in-
sectos puedan enviar y recibir sefiales de distintos tipos.

Los 6rganos de los insectos que se encargan de la recepcién quimica son las
antenas pues estan vinculadas con la regulacion del comportamiento social,
asi captan sefiales que permiten a cada individuo cumplir un rol en la colonia
como el reconocer a sus congéneres, reproducirse, buscar alimento, huir o en-
frentarse a peligros (Fioravanti, 2017). A las feromonas se las puede clasificar
en dos grupos, feromonas de alarma y feromonas de pista (Guerrero, 1988).

Las feromonas de alarma tienen un tiempo de percepcién corto y se segregan
en situaciones de perturbacion. Son muy diversas respecto a su estructura qui-
mica. En hormigas son muy comunes las metil y etil cetonas; algunos formici-
dos utilizan el acido férmico como alarma y veneno; éste varia por subfamilias
y especies. En las termitas, las feromonas de alarma estan constituidas general-
mente por hidrocarburos monoterpénicos tales como el limoneno, 3-careno,
etc. Los compuestos quimicos que segregan las abejas son muy variados, éste-
res, cetonas, alcoholes, etc; la abeja de la miel, Apis mellifera, en su glandula
mandibular produce una cetona llamada 2-heptanona que “junto a la 2-nona-
nona y a sus correspondientes alcoholes, actia como excitante de las abejas
Trigona mexicana”(Guerrero, 1988).
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Las feromonas de pista, a diferencia de las feromonas de alarma, son utilizadas
para cumplir diversos roles, como encontrar congéneres, utilizar fuentes de ali-
mento o mantener la integridad de la colonia durante una migracion. La pre-
sencia de feromonas de pista depende de varios factores como la volatilidad
del compuesto, cantidad y grado de continuidad en la deposicion del com-
puesto, naturaleza del sustrato, etc. Estan presentes solo en ciertos insectos tales
como termitas, hormigas, larvas de lepiddpteros y algunos coleépteros (Gue-
rrero, 1988).

La estructura quimica de las feromonas es muy variada. En termitas, feromonas
para identificar congéneres son el neo-cembreno y acido n-hexanoico; una fe-
romona que se encuentra en el hongo Lenzites trabea, el (Z, Z, E)-3,6,8-dode-
catrien-1-ol, es utilizada por varias especies de Reticulitermes que les indica
donde hay alimento, puesto que dicho hongo se encuentra en madera en des-
composicion la cual es utilizada por estas termitas como sustento. En hormigas
del género Atta, una interesante feromona de seguimiento es el pirrol, posee
un umbral de seguimiento muy alto tanto que “0,33 mg serian suficientes para
dejar un rastro alrededor del mundo” (Guerrero, 1988).

Tanto feromonas de pista como de alarma tienen una alta especificidad, asi,
incluso poblaciones de la misma especie pueden presentar diferencias en la
composicion. Estas diferencias pueden ser dtiles a la hora de las clasificaciones
taxonémicas. La especificidad puede darse por la pureza enantiémera del com-
puesto, por ejemplo, dos enantiémeros pueden pertenecer a dos especies dis-
tintas o dentro de una misma especie, puede darse que solo uno de los
enantiomeros sea activo (Guerrero, 1988).

La comunicacién quimica de los insectos es una de las diversas formas en las
que la quimica se hace presente en la naturaleza. La curiosidad ha llevado a
entomdlogos, quimicos y aficionados a descubrir las feromonas y su amplia di-
versidad en el universo de los insectos. Estos descubrimientos han ampliado
las posibilidades de estudio e identificacion taxonémica, asi como las perspec-
tivas en el estudio de las ciencias quimicas.
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HELIO, EL SUPER-FLUIDO
DE INCREIBLE COMPORTAMIENTO

Melissa Nasevilla & Eugenia Pérez
JEl helio puede trepar por las paredes, extrano pero cierto!

Con el pasar del tiempo, el helio ha sorprendido a varios cientificos por su pe-
culiar comportamiento, debido a que si se enfria solo unos pocos grados por
debajo de su punto de ebullicién (-269 °C), presenta caracteristicas Utiles en la
practica que otros fluidos no poseen. El Helio (He) puede gotear a través de las
moléculas o pequenas grietas, fluir sin friccion, trepar por los lados de un plato
y permanecer inmévil cuando se hace girar el recipiente que lo contiene. Pero
la pregunta seria ;Por qué el helio puede lograr tan peculiar comportamiento?

Esta pregunta conlleva una respuesta muy sencilla, el secreto del He, para ser
un stper-fluido, es que permanece en estado liquido a temperaturas del cero
absoluto (-273,15 °C). A esta temperatura los &tomos, en general, dejan de mo-
verse, pero, los atomos de helio no lo hacen porque son tan ligeros y estan tan
débilmente atraidos entre si, que atin en el cero absoluto presenta leves impul-
sos debido al principio de incertidumbre cuantica, es otras palabras el helio
nunca llega a adquirir un estado sélido.

A través de un experimento, el extrafio comportamiento de stper-fluido del He
es visible a simple vista; esto se demostré en 1930 (Minkel, 2009), donde uti-
lizando un contenedor con He liquido, que enfriaron a temperatura de stper-
fluido, hallaron que después de un tiempo el contenedor estaba vacio;
resultando que el helio habia escalado por las paredes del contenedor y se
habia derramado. El He stper-fluido hace cosas que se consideran imposibles:
desafia a la gravedad, produce una fuente sin friccion, es decir, es un fluido
que jamas deja de fluir (Minkel, 2009).
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Gracias al He y a sus propiedades especiales, cientificos han logrado tres pre-
mios Nobel y alin pueden obtenerse mds del mismo. El primer premio Nobel
fue para el fisico holandés Heike Kamerlingh Onnes en 1913. Onnes licud el
isotopo de He* y observé que empez6 a conducir calor por debajo de los -
290,92 °C (Onnes, 1913). El segundo premio Nobel fue para el fisico ruso Pyotr
Kapitsa (Kapitsa 1978), cuyo trabajo consistié en medir por debajo del cero ab-
soluto un flujo de He a través de un par de discos de vidrios unidos por medio
de un émbolo y un tubo de vidrio largo y delgado observando que la densidad
era extremadamente baja. Kapitsa fue quien denominé al He como super-fluido
y en el afo de 1996 David M. Lee, Douglas D. Os Heroff y Robert C. Richard-
son, enfriaron el He* a -273,15 °C. A diferencia de lo que se pensaba, este is6-
topo adquiri6 caracteristicas de sGper-fluido a una temperatura superior al cero
absoluto (Lee et al., 1996).

De todo lo anterior, cabe recalcar que el He nos puede seguir sorprendiendo
en tiempos futuros; en la actualidad docenas de laboratorios investigan al He
como un posible stper-sélido, pudiendo compartir caracteristicas de un estado
liquido y un estado sélido, es decir como si fuera consistente y liquido a la vez
(Moreno, 1996). Los investigadores sefialan que estarian de acuerdo en que el
stper-solido es un nuevo estado de la materia, otorgando a quien lo demuestre
el cuarto premio Nobel gracias al He.
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LA ELECTROQUIMICA,
UNA DE LAS PUERTAS HACIA UN FUTURO MEJOR

Pablo M. Romero

Una de las caracteristicas mas destacables del ser humano es su constante bds-
queda de nuevos conocimientos, impulsada por una intrinseca dosis de curio-
sidad. Es, gracias a este impulso, que nuestra sociedad ha evolucionado
mediante el descubrimiento y el manejo de fendmenos que de una u otra forma
han permitido la elaboracion de artilugios con el objeto de facilitar, cada vez
un poco mas, nuestro diario vivir.

Lograr comprender lo que ocurre en nuestro alrededor ha sido la meta comdn
que comparten las distintas ramas del conocimiento. La Biologia busca enten-
der al ser vivo; la Fisica, al universo, y la Quimica, a la materia. En varias oca-
siones, estas ramas cientificas se unen para comprender sucesos que por si solas
no lo podrian hacer. De esta forma, nacen nuevas disciplinas que son capaces
de otorgar herramientas modernas para resolver cuestionamientos modernos.
Una de estas disciplinas, objeto de este escrito, es la Electroquimica, disciplina
de la Quimica con una aplicabilidad casi ilimitada y que sin duda ha signifi-
cado un gran aporte para la ciencia.

La Electroquimica, se puede definir como el estudio de la conversion de la
energia quimica a energia eléctrica y viceversa. Debe su origen a una serie de
observaciones realizadas por investigadores como Galvani, Volta y Cavendish
quienes descubrieron que la electricidad presentaba un curioso comporta-
miento con respecto a cambios quimicos (Skoog, West, Holler, & Crouch,
2015).

En la naturaleza se ha observado la capacidad que presentan algunos animales
acudticos de provocar rapidas separaciones de carga y, por lo tanto, una dife-
rencia de potencial a través de sus membranas con el objetivo de aturdir o
matar a sus presas. Una vez que se logré entender este fendmeno, los cientificos
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han sido capaces de disenar procesos de separacion de cargas mecanicos, me-
taldrgicos y quimicos con el fin de crear celdas, baterias y otros dispositivos.
(Douglas A. Skoog, 2008)

A partir de este punto, se llegd a conocer que en un cierto tipo de reacciones
de cardacter redox, en las que ocurrian procesos de reduccién y oxidacion, pre-
sentaban una estrecha relacion, interaccion, con la electricidad. El entendi-
miento de este fenémeno dio paso a una gran variedad de métodos y técnicas
en las que se tiene un completo control sobre este tipo de reacciones mediante
el uso de la electricidad.

Gracias a ello es que los métodos electroquimicos, al presentar una infinidad
de aplicaciones, han sido implementados para actividades como: tratamiento
de aguas, analisis cualitativos, andlisis cuantitativos, produccién de polimeros
conductores, galvanizados, andlisis clinicos y varias mas (Cabrera, 2014).

Una de las aplicaciones mas Ilamativas de la Electroquimica es en la manufac-
tura de joyas, donde mediante la electrodeposicion es posible mejorar la esté-
tica de un metal “ordinario” para aumentar su valor y resistencia. Esta técnica
permite oxidar al metal que se va a emplear como recubrimiento y oxidar al
metal que serd cubierto. Los iones del metal oxidado se depositan sobre el
metal reducido, por atraccién electroestatica, y se logra formar una capa pro-
tectora sobre el metal reducido. Esta técnica es la responsable de que sea po-
sible la manufactura de joyeria de oro y de plata a bajo costo, ya que al ser
usados como cubierta se requiere menor cantidad de estos (Lincot, 2005).

La amplia aplicabilidad de estos métodos es solo uno de los motivos por el cual
la Electroquimica es tan valorada actualmente. Cabe destacar que, en la ma-
yoria de los procesos analiticos, la implementacién de métodos electroquimicos
ha significado un aumento de eficiencia, disminucién de costos, disminucion
de tiempo, menor impacto ambiental y mayor simplicidad en comparacién con
métodos analiticos clasicos. Esto se observa en la sintesis de nanoestructuras,
al emplear métodos voltamperométricos se logra sintetizar nanoparticulas de
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una manera mas controlada y con menor impacto ambiental ya que no es ne-
cesario el uso de solventes organicos (Blandén, Vazquez, Boannini, & Ballarin,
2015). Se podria decir que la simplicidad, elegancia y conveniencia propias
de la Electroquimica, hacen que se pueda considerar como el camino para op-
timizar, innovar, procesos (Martinez & Hernandez, 2004).

La Electroquimica es una de las ramas de la Quimica mas generosas, que ha
significado un gran aporte para la ciencia, no solo porque permitié entender
fendmenos antes considerados como indescifrables, sino que también ha sido
medio para optimizar, mejorar, métodos y técnicas con el fin de simplificar el
camino para alcanzar nuestros objetivos. Si bien ain le queda un largo camino
al ser humano para lograr comprender todo lo que le rodea, no cabe duda de
que mediante la aplicacién de la Electroquimica aceleré su paso hacia su des-
tino.
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formato Word y PDF, en CD y en impreso.

6. En caso de ser un autor externo, enviar una carta de solicitud y el articulo en digital
via e-mail.

7. Para asegurar la calidad cientifica de los articulos presentados para su publicacion,
se realiza un proceso de revision por pares ciegos.

Portada

Titulo del articulo con letras mayusculas, formato Times New Roman numero 14, en
negrita y centrado con espacio 1,5 de parrafo. El titulo debe ir tanto en espariol como
en inglés.

Debajo del titulo y centrado poner los nombres de cada autor, en formato Times New
Roman numero 12, con espacio 1,5 de parrafo, de la siguiente manera: José Davila
P., Carla Casas L. & Francisco Chiriboga J.

Al final del nombre de cada autor, poner un superindice e indicar a pie de pagina la
afiliacion del autor, es decir, lugar de trabajo, pais, ciudad y direccién de correo elec-

259




InfoANALITICA 8(2)
Julio 2020

trénico de la siguiente manera: José Davila P ', Carla Casas L. 2 & Francisco Chiri-
boga J.3, y a pie de pagina indicar de la siguiente manera: Pontificia Universidad Ca-
télica del Ecuador, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Escuela de Ciencias
Quimicas, Quito Ecuador (jdavila@hotmail.com).

Palabras clave

Debajo del nombre del autor/res, Incluir de 4 a 6 palabras clave, en orden alfabético,
que se refieran al tipo de contenido del articulo, para que faciliten la busqueda.
Estas palabras clave deben constar primero en espafiol y luego en inglés (Keywords)
y deberan ir alineadas a la izquierda.

Resumen / Abstract

Se debera presentar un resumen de todo el contenido: claro y conciso, este resumen
debe estar tanto en espariol como en inglés. El contenido del resumen sera en un
solo parrafo y sin divisiones de columna.

Se colocara el resumen en espaiiol y luego el Abstract.

Texto

El texto debera estar escrito en formato Word, letra Times New Roman niimero 12,
como fuente de texto, con espacio 1,5 de parrafo y dividido en dos columnas.

Los subtitulos como introduccion, materiales y métodos, resultados, entre otros, de-
beran ir en mayusculas con negrita y alineados a la izquierda.

Las tablas y graficos deben ser ubicados entre el texto, para ayudar a explicar mas
sobre lo que se esta refiriendo el autor.

Se recomienda mantener el orden del articulo como: titulo en espafiol, titulo en inglés,
nombre del autor, palabras clave, keywords, resumen, abstract, introduccién, mate-
riales y métodos, resultados, discusion, conclusiones y lista de referencias.

Citas en el texto

La forma de citar en los articulos se ha basado en el método APA (American Psycho-
logical Association) sexta edicion.

Las citas se usaran de la siguiente manera: (Aguirre, 2007) en el caso de un solo
autor, para dos autores (Aguirre & Pérez, 2007) y para mas de dos autores (Aguirre
et al.,2007). Estas citas iran entre el texto y a pie de pagina sélo se marcaran citas
de internet y también datos explicativos sobre términos, autores, entre otros.
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Lista de referencias

Consideraciones generales: Orden alfabético por la primera letra de la referencia. En
caso de usar articulos o libros del mismo autor, éste debe tener un orden cronoldgico
desde el mas antiguo al mas nuevo. Cada referencia tiene el formato de parrafo fran-
cés (hanging indent).

Para documentos electrénicos: no hay que incluir el nombre de la base de datos
donde se encontro el articulo, pero si en el caso de las tesis y los libros electrénicos.
No se incluye la fecha en que se recuperé el articulo. No se escribe punto después
de la direccion web (URL).

El formato para escribir la literatura citada sera usada siguiendo el modelo APA (Ame-
rican Psychological Association) sexta edicion.

Libro con un autor

Apellido del autor, inicial del nombre del autor. (afio de publicacion). Nombre del libro
en cursiva. Ciudad: Editorial. Ejemplo:

Flores de Fernandez, R. (1965). Historia de la enfermeria en Chile: Sintesis de su
evolucién educacional. Santiago: Universidad de Chile.

Libro con mas de un autor y edicion

Apellido del autor, inicial del nombre y Apellido del segundo autor, inicial del nombre.
(fecha de publicacion). Nombre del libro en cursiva (numero de la edicion). Ciudad:
Editorial. Ejemplo:

Hoffman, C.P. y Lipkin, G.B. (1981). Simplified nursing (19. ed.). Philadelphia: J.B.
Lippincott.

Libro sin autor o editor

Titulo del libro en cursiva (nimero de edicion) (afio de publicacion). Ciudad: Editorial.
Ejemplo:

Merriam-Webster’s collegiate dictionary (10. ed.) (1993). Springfield: Merriam-Webs-
ter.

Parte o capitulo de un libro

Apellido del autor, inicial del nombre y Apellido del segundo autor, inicial del nombre
(afio de publicacion). Titulo del capitulo del libro. En, apellido del autor del libro, inicial
del nombre. Titulo del libro en cursiva (nUmero de edicién, paginas). Ciudad: Editorial.
Ejemplo:

O’Neil, J.M. y Egan, J. (1992). Men’s and women’s gender role journeys; Methaphor
for healing, transition and transformation. En B.R. Wainrib (Ed.). Gender issues acros-
sthe life cycle (4. ed., pp.107-123). Nueva York: Springer.
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Articulo de revista cientifica con un autor

Apellido del autor, inicial del nombre del autor, (afio de publicacién). Titulo del articulo.
Nombre de la revista en cursiva, numero de la revista (volumen), paginas. Ejemplo:
Prieto, A. (2001). Instrumento de evaluacion de campos clinicos para la ensefianza
profesional de enfermeria (ECCE). Horizonte de Enfermeria, 12 (1), 11-21.

Articulo de revista cientifica con mas de un autor

Apellido del autor, inicial del nombre, apellido del segundo autor, inicial del nombre,
apellido del tercer autor, inicial del nombre, y apellido del cuarto autor, inicial del nom-
bre. (afio de publicacion). Titulo del articulo. Nombre de la revista en cursiva, nUmero
de la revista (volumen), paginas. Ejemplo:

Kernis, M.H., Cornell, D.P,, Sun, C.R., Berry, A., & Harlow, T. (1993). There’s more to
selfesteem than whether it is high or low: The importance of stability of self-esteem.
Journal of Personality and Social Psychology, 65 (6), 1190-1204.

Si necesita el modo de como citar otro tipo de documento visite:
http://www.frvt.utn.edu.ar/pdfs/Citas_Bibliogr®%eC3%A1ficas_-_Normas_APA.pdf; ahi
encontrara la forma adecuada de citar los documentos no explicados en este texto;
sin embargo, no se olvide de revisar el instructivo de publicacién de articulos en la
revista PUCE, ya que el Centro de Publicaciones ha realizado ciertas modificaciones
al manual del APA, para facilitar a los autores el manejo de citas y referencias biblio-
graficas.

Figuras y Tablas

« Las Tablas deben llevar el texto explicativo en la parte superior y con letra en negrita.

» Las Figuras deben llevar el texto en la parte inferior y con letra en negrita.

« Ubicar las Tablas y Figuras en la posicién del texto donde sean explicativas dentro
del contexto que se esta refiriendo el autor.

 Los Cuadros y Tablas deben estar en formato Word y las figuras pueden estar en
formato JPG o Word.

« Para Tablas, Cuadros, Graficos, etc., se usaran palabras completas y se numerara
en orden; ejemplo:
Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de la muestra de anis analizada.

« Si las imagenes son obtenidas de publicaciones anteriores, deben ser citadas.

« Las imagenes por ninguin motivo podran ser modificadas en Photoshop, llustrator o
cualquier otro software de disefio, la Unica modificacion posible de realizar es el
aumento o reduccion del color y contrastes.
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