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Editorial

En el pasado mes de julio de 2017 fui invitada por el Consejo Directivo de la SQP para
presidir el Comité Organizador del “Congreso Iberoamericano de Quimica: 85 afios de la
Sociedad Quimica del Perti” y “XXIX Congreso Peruano de Quimica”, designacion que me
ha permitido, una vez mas, contribuir a promocionar la ciencia quimica no solo en nuestro
pais sino en paises vecinos.

Para cumplir el objetivo de organizar los eventos mencionados, en primer lugar, me permiti
convocar a un grupo de colegas, especialmente docentes universitarios, para conformar el
Comité Organizador, quienes también muy gustosamente aceptaron el reto de cumplir ciertas
funciones y dedicar el mayor de los esfuerzos en esta ardua tarea. Y, es asi que durante
15 meses, desde julio 2017 hasta la fecha del evento, 16 al 19 de octubre 2018, hemos
coordinado acciones a través de sesiones mensuales y comunicaciones frecuentes a través de
correos electronicos y de comunicaciones por whatsapps.

Desde esta primeras reuniones y comunicaciones se fue estableciendo la relacion de
conferencistas a ser invitados en los diferentes temas de la quimica y su posible participacion,
logrando el apoyo de sus propias instituciones en solventar sus pasajes aéreos y, en algunos
casos, inclusive, su propio alojamiento en la ciudad de Lima, entre otras facilidades que
lograron cada uno de ellos, por lo cual estamos bastante agradecidos a los 25 conferencistas
de diversos paises que finalmente aceptaron colaborar ofreciéndonos ya sea conferencias
plenarias, conferencias tematicas, dictar cursos y/o participar ademas en los simposios y
hasta inclusive lograr acuerdos de colaboracion con alguna de nuestras universidades.

En el mes de diciembre se contd con un apoyo para el disefio de la pagina web especifica para
difundir el evento y asi se inicia la difusion a través de la misma invitando a la inscripcion en
linea, asi como el envio de los resimenes de trabajo en un formato especialmente disefiado
para ello y en las diversas areas tematicas que comprendia el evento. Igualmente, en esa
pagina web se inicia la presentacion de los primeros invitados a través de sus CV.

Paralelamente, se fueron gestionando los diferentes auspicios académicos en universidades
que forman profesionales quimicos, ingenieros quimicos y quimicos farmacéuticos, asi
como los auspicios institucionales de los respectivos colegios profesionales y de otras
organizaciones ligadas al sector quimico. Por gestiones personales se logro que TUPAC,
a través de un programa de apoyo a paises emergentes, destinara una subvencion de 500
dolares USA para seis jovenes cientificos y otra subvencion para que un representante de
ellos estuviera presente en nuestras actividades e informara sobre las actividades de IUPAC,
especialmente la que se desarrollara en el mes de julio del 2019 en el que la [UPAC cumple
100 anos de su creacion y los 150 afios de la Tabla Periddica, asi como de otras diversas
convocatorias. Igualmente, por gestiones personales y directas ante la ACS, se logrd una
subvencion para convocar al Premio “Ernest E. Eliel” y la inscripcion de alrededor de 10
estudiantes de pre y posgrado.
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Las diferentes direcciones de conferencias, simposios, mesas redondas y cursos, una vez
definidos las diferentes tematicas, fueron contactando a los posibles participantes en las
diferentes actividades. Igualmente, la Direccion de QUIMITEC 2018, haciendo contactos
con las diferentes empresas comercializadoras de equipos, materiales y reactivos, logro
contar finalmente con 10 empresas expositoras.

La convocatoria para el Concurso La Quimica y Yo se inicié aproximadamente en el mes de
junio, cerrando la recepcion casi a fines de setiembre, afortunadamente hubo receptividad
en las diferentes categorias (kids, junior y senior) y los ganadores fueron premiados en la
ceremonia de clausura, habiéndose colocado en el Calendario 2019 los trabajos ganadores.
Es un concurso que en su segunda convocatoria nos hace pensar que es un modo de atraer
la atencion de las personas de diferentes edades e intereses, pues no se necesita ser un
profesional relacionado a la quimica para ser concursante.

En el mes de junio CONCYTEC-FONDECYT lanzaron una convocatoria para la subvencion
de organizacion de eventos a la cual postulamos e hicimos entrega, el dia 14 de julio, de una
propuesta en el formato dispuesto por las entidades convocantes, propuesta que fue trabajada
entre la Presidencia y el Dr. Mario Ceroni en su condicion de Director Cientifico y con el
apoyo permanente de nuestra secretaria, sefiorita Mercedes Camacho. Como es de vuestro
conocimiento, esta subvencion fue aprobada casi en la tercera semana del mes de setiembre
y la subvencion ingresada a la SQP el dia 6 de noviembre.

En meses mas cercanos a la realizacion de nuestro evento, algunas Direcciones, por la
naturaleza de sus funciones, adquieren mayores responsabilidades, no queriendo decir que
en meses anteriores no lo tuvieran como tampoco significa que las Direcciones que realizaron
los trabajos previos no tuvieran que estar presente a lo largo de estos 15 meses y durante el
desarrollo mismo del evento. Haciendo esta salvedad, debemos sefialar que las distintas
Direcciones, como la de Actividades Cientificas continué con la evaluacion de los trabajos
y la exhibicion de los posteres, asi como la seleccion de los ganadores en las diferentes
convocatorias; la de Publicaciones con la elaboracion del CD conteniendo los resimenes de
los trabajos; la de Relaciones Publicas y Protocolo con la atencion a los conferencistas desde
su llegada a Lima, asi como la atencion de los refrigerios y almuerzos; la Vicepresidencia
y la Direccion de Organizacion y Administracion con el apoyo del personal especialmente
nombrado y entrenado para la atencion en sus lugares y en donde fuera necesario y, finalmente,
pero no menos importante, la Tesoreria, la Secretaria y el personal administrativo, que
tuvieron a su cargo las inscripciones y regularizacion de las mismas, trabajaron desde muy
tempranas horas en esos dias y, a mi entender, aun siguen completando este trabajo que al
parecer nunca tiene fin.

Todos estuvimos presentes, vigilantes que el evento se desarrollara sin incidentes negativos,
que la programacion se llevara a cabo lo mas estrictamente posible, que los participantes se
sintieran comodos y atendidos en sus necesidades. Esta, nuestra actitud, ha generado que la
encuesta de satisfaccion a 100 participantes nos haya otorgado una calificacion positiva.

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018
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En la Seccion Nota Informativa de este nimero se detallaran las actividades académicas
realizadas, la relacion de conferencistas extranjeros asi como nacionales, la relacion de
simposios, mesas redondas, cursos, de expositores QUIMITEC, la relacion de ganadores
de las subvenciones IUPAC, ganadores Premios Eliel, ganadores Concurso La Quimica y
Yo, la relacion de auspiciadores académicos ¢ institucionales y patrocinadores, resumen
de las encuestas de satisfaccion, entre otros. Nuestro agradecimiento a todos ellos por su
participacion.

Reitero mi agradecimiento al Consejo Directivo de la Sociedad Quimica del Pert asi como
a los miembros del Comité Organizador: Profesores Neptali Ale (Vicepresidente), Claudia
Villanueva (Secretaria Ejecutiva), Juan Manuel Parrefio Tipian (Tesorero), Mario Ceroni
Galloso/Ana Valderrama Negron (Directores del Comité Cientifico), Margot Bravo Ayala/
Elizabeth Deza Marti (Directores de Conferencias), Maria Quintana Caceda (Directora
de Simposios), Luz G. Castaiieda Pérez (Directora de Mesas Redondas), Norma Amparo
Cuizano Vargas (Directora de Cursos), Flor de Maria Sosa Masgo/Nora Herrera Hernadez
(Directoras de RR.PP y Protocolo), Patricio Mufioz Huillca (Director de Publicaciones),
Helmer Heli Lezama Vigo/Rodolfo Pumachagua Huertas (Directores Administrativo y
de Organizacion), Dora Inés Delmas Robles/ Maria Angélica Rodriguez (Directoras de
Quimitec’ 2018), Graciela Untiveros Bermudez (Directora de Quimifest), Myra E. Flores
Flores (Directora de La Quimica y Yo), Cinthia Maldonado Rafael/Juan Carlos Rodriguez/
Lucy Coria Oriundo (Comité de Difusion).

Sumo a ellos el agradecimiento muy especial al Comité Evaluador, al Comité de Apoyo,
al Coro y al Grupo Folclérico de la UNMSM; y a quienes engalanaron nuestra Mesa de
Honor durante la Ceremonia de Inauguracion, la Doctora Fabiola Leon Velarde, Presidenta
del Consejo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Tecnolégica CONCYTEC; Dr.
Benjamin Marticorena, ex Presidente de CONCYTEC; Dr. Marcial Torres Caballero, Decano
del Colegio Quimico Farmacéutico del Peru; Dr. Javier Garcia Martinez, Universidad de
Alicante, Espafia - [UPAC, y MSc. Graciela Untiveros B., Presidenta de la SQP y durante la
Ceremonia de Clausura al Dr. Bernabé Rivas Quiroz, Presidente Honorario de la Federacion
Latinoamericana de Asociaciones Quimicas- FLAQ.

Dra. Olga Lock
Presidenta del Comité Organizador CIbQ
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IN MEMORIAM
DOCTOR FERNANDO GILBERT QUEVEDO GANOZA

Muchas veces hemos escuchado que un Amigo y Maestro, es un hermano que el destino
nos dio la oportunidad de conocer, tratar y conservarlos por siempre; por €so empiczo
esta semblanza diciendo que si el destino nos hubiera dado la oportunidad de escoger, nos
habriamos considerado privilegiados, por haber tenido y tener amigos, como ¢l Maestro y
Amigo Fernando Gilbert Quevedo Ganoza.

Los directivos de nuestra Sociedad Quimica del Perd me piden escribir unas palabras de
despedida para el Maestro; pero, para mi, es algo imposible de decirlo, pero atin mas imposible
rehusarme, porque no siento la necesidad de despedir a quien tanto nos dio de su sapiencia
y de su experiencia de vida. El haberlo conocido desde mis primeros afios de estudiante en
nuestra gloriosa Facultad de Farmacia y Bioquimica-UNMSM vy luego haber sido convocado
por ¢l, varias décadas mas tarde, para acompaiiarlo en la tarea de re-impulsar esta facultad,
generaron -como ocurrié con muchos- sentimientos de gratitud para quien consideramos un
hombre cabal y admirable. Estas lineas estan escritas llenas de sentimientos encontrados, ya
que debo referirme a la partida hacia la eternidad de este gran Maestro y Amigo, pero a la vez
tengo el honor de referirme a ¢l en momentos en que ya no lo tenemos presente; por €so, se
asocia un sentimiento de melancolia y aforanzas de los tiempos que pudimos disfrutar de su
compaiiia, amistad y conocimiento. Hablar o escribir del Maestro Fernando Gilbert Quevedo
Ganoza, es un honor que quizas pocos podemos asumir; pero también debo mencionar que
resulta dificil seleccionar solo algunos aspectos de su vida profesional, porque todos los
considero importantes, pero que tal vez, esta seleccion, pudiera dejar de lado muchos otros,
que son igualmente importantes, y hay mentes y plumas con mayor autoridad que yo para
hacerlo. Por eso, lo que a continuacion se escriba, son aspectos y sentimientos que nacen del
sentimiento profundo de un alumno a su maestro.

Pocos hombres en la profesion Farmacéutica han sabido darle lustre a esta ciencia y
hacerla grande, porque la sabiduria del Maestro Quevedo sobrepasé los limites de nuestras
fronteras, presentandose ante muchos e importantes Foros mundiales con la firmeza de sus
conocimientos, generados por tantas y tantas investigaciones.

Esto no podemos decir que solo se forjo en su vida profesional, ya que desde sus afios
escolares fue un destacado estudiante, llegando a ser primer alumno de su Promocion (1951)
en el tradicional Colegio Guadalupe; también lo alcanzd en su vida universitaria y en su
formacion posterior, en universidades del Pert y del extranjero. Esto le permitio llegar a ser
convocado por organismos internacionales vinculados a la Salud: Organizaciéon Mundial de
la Salud, Organizacion Panamericana de la Salud y también por la Organizacion Mundial
del Comercio, etc., donde su desempefio en el area de los alimentos -su gran dedicacion-
desde donde logr6 hacer importantes aportes que los plasmoé en una serie de obras de alcance
mundial.
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Supo brindar amistad con valor sincero, asi como también supo respetar la amistad; por eso
no pretendo que esta semblanza represente una despedida, porque en nuestros corazones no
considero que haya espacio para despedir a quien nos brind6 tanto; esto es apenas un pequefiio
testimonio personal y afectivo que nos haga reflexionar desde nuestra perspectiva lo que
el destino ha querido privarnos de la presencia del Maestro y Amigo, pero nos quedan sus
marcas y recuerdos.

Quisiera cerrar estas lineas parafraseando un texto anéonimo, que dice: “Hay momentos en
que no alcanzan las palabras para expresar nuestra angustia; pero nos quedan los recuerdos
del Maestro incansable, del amigo entrafiable, al que sabia escuchar y con pocas palabras
reflexionar y dar un consejo sabio”.

Maestro y Amigo; Fernando Quevedo Ganoza, queda en nuestro corazon, en el lugar donde
nuestros buenos recuerdos haran que no te olvidemos. Siempre has estado cerca nuestro y

alli te quedaras.

Dr. José R. Judrez Eyzaguirre
Past Presidente
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EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS DEL DESTILADO
ALCOHOLICO DE ANIS VERDE (Pimpinella anisum L.)
OBTENIDO POR DESTILACION SIMPLE

Clesez Tunqui Quispe™, Alexia Pardo Figueroa Dianderas®, Gustavo Tejada Flores®,
Ivette del Rosario Cjuro Farfan®

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion fueron evaluadas las propiedades cualitativas, fisicas y
quimicas del destilado alcoholico de anis (Pimpinella anisum L.) obtenido por destilacion simple.
Por analisis fisicoquimico se obtuvo un grado alcohdlico de 60 a 61,9 °G.L., densidad de 0,907
a 0,911 g/mL, indice de refraccion de 1,3622, punto de congelacion menor a -10 °C, punto de
ebullicion de 85 a 87 °C, acidez de 5,138 mg/100 mL y 27,05 % de contenido de ésteres. En
las pruebas espectroscopicas se determind que el destilado tiene 1,371 mg/L de frans-anetol y
4,397 mg/L de p-anisaldehido. Segtn los analisis de cromatografia en capa fina, en donde se
us6 como fase movil tolueno:acetato de etilo (93:7) y como fase estacionaria cromatoplacas
de Silicagel 60 F,,,, se reportdo una Rf. para las fases moviles de 0,86 y 0,48, lo que
indica la presencia elevada de trans-anetol; no se detect6 la presencia de p-anisaldehido.
En las pruebas de HPLC se comprob6 la presencia de frans-anetol en un 0,1104% y la
ausencia de p-anisaldehido. Finalmente, se detect6 la presencia de cuatro componentes a
través de las pruebas de GC-MS: trans-anetol como compuesto mayoritario (92,7 %),
1,4-metanocicloocta[d]piridacina (3,2 %), estragol (2,08 %) y acido ftalico, di-(1-hexen-5-il)
éster (2,02 %). Estos datos permitiran, en un futuro, analizar las propiedades del destilado
de anis para mejorar la calidad de las bebidas alcohdlicas que se producen a base de ¢l en la
industria licorera donde se realiz6 el trabajo.

Palabras clave: anis verde (P, anisum L.), destilado alcohdlico, destilacion simple, trans-anetol.

ABSTRACT

The article reports the assessment of qualitative, physical and chemical properties of the
alcohol distillate of anise (Pimpinella anisum L.) obtained by simple distillation. By physical-
chemical analysis an alcoholic grade of 60 to 61.9 ° G.L was obtained, density from 0.907
to 0.911 g/mL, refractive index of 1.3622, freezing point lower than -10°C, boiling point of
85 at 87 °C, acidity of 5,138 mg/100 mL and 27.05 % ester content. In the spectroscopic
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tests it was determined that the distillate has 1,371 mg/L of trans-anethole and 4,397 mg/L
of p-anisaldehyde. According to thin layer chromatography analysis, where toluene:ethyl
acetate (93: 7) was used as a mobile phase and silica gel 60 F,,, chromate plates as a stationary
phase, an Rf of 0.86 and 0.48 was reported for the mobile phases, which indicates the high
presence of trans-anethole; the p-anisaldehyde was not detected. In the HPLC tests the presence
of trans-anethole in 0.1104 % and the absence of p-anisaldehyde were checked. Finally, the
presence of four (04) components was detected through the GC-MS tests: trans-anethole as the
major compound (92.7 %), 1,4-methanocycloocta [d] pyridazine (3.2 %), estragole (2.08 %)
and phthalic acid, di- (1-hexen-5-yl) ester (2.02 %). These data will allow, in the future, to
analyze the anise distillate properties to improve the quality of the alcoholic beverages which
are produced base on it in the liquor industry where this work was carried out.

Key words: green anise (P. anisum L.), alcoholic distillate, simple distillation, trans-anethole.

INTRODUCCION

Las plantas hacen posible la vida del organismo animal y condicionan su estado de salud
mediante la produccion de dos clases de componentes quimicos complejos: metabolitos
primarios y metabolitos secundarios. Los metabolitos primarios como los protidos, glicidos
y lipidos, son sustancias que no ejercen una actividad farmacologica directa sobre las
funciones fisiologicas del organismo animal, pero les son imprescindibles para mantener
su vida. Los metabolitos secundarios como los terpenoides, compuestos fendlicos, taninos
y alcaloides, son sustancias que no participan en el desarrollo del individuo, sino que se
activan como defensa ante estimulos externos. Una de las plantas con un principio activo
medicinal y aromatizante es el anis (P. anisum L.), perteneciente a la familia de los Apiaceae
(umbeliferas), originaria del mediterraneo oriental (especificamente de la zona de Oriente
Medio: Turquia, Siria, Egipto y Grecia), donde crece de manera silvestre. En la edad media
fue empleado como aromatizante y fue también un ingrediente importante en la preparacion
de digestivos'.

El aceite esencial de anis (Pimpinella anisum L.) de Cochabamba (Bolivia), extraido por
arrastre de vapor de agua, presentd un rendimiento de 2,76 mL/kg, densidad 0,98 g mL-
1, indice de refraccion 1,5534, soluble en hexano, diclorometano y etanol. Por HPLC se
separ6 el anetol, soluble en acetato de etilo, acetona, alcohol etilico con punto de fusion
de 21,5, densidad 0,986 g mL-1; indice de refraccion 1,5633, identificando al trans-anetol.
Por cromatografia en capa fina los valores de Rf. fueron: 0,83; 0,76 y 0,66, coincidiendo
con el valor del anetol separado por HPLC?. Se ha evidenciado que no existen trabajos de
investigacion, libros o articulos que hayan estudiado especificamente las caracteristicas
del destilado alcoholico de anis obtenido por destilacion simple. La industria donde se
realizo el trabajo de investigacion actualmente produce anisados y licores a base de destilado
alcoholico de anis verde (P. anisum L.). Sin embargo, no ha realizado estudios sobre las
principales caracteristicas y componentes de este destilado, por lo que presenta estabilidad
variable, repercutiendo esto en el tiempo y costo de produccion del producto final. El objetivo

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



Evaluacion de las caracteristicas del destilado alcohdlico de anis verde (pimpinella anisum L.) Obtenido... 417

de la investigacion fue evaluar las propiedades del destilado alcoholico de anis (P, anisum L.)
obtenido por destilacion simple para que, a partir de estos resultados, la industria licorera
pueda en un futuro mejorar la calidad de sus bebidas alcoholicas.

PARTE EXPERIMENTAL

1. Clasificacién taxonémica del anis verde
En la tabla 1 se muestra la clasificacion cientifica del anis verde (P. anisum L.). La muestra
fue recolectada en agosto de 2017 en el valle de Curahuasi, Apurimac.

Tabla 1. Taxonomia del anis verde.

Clasificacion cientifica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Apiales
Familia Apiaceae
Subfamilia Apiodeae
Género Pimpinella
Especie Pimpinella anisum L.

Fuente: Herbarium Areqvipense (HUSA) Universidad Nacional de San
Agustin, Constancia N° 22-2017-HUSA.

2. Preparacion de la muestra

El anis verde fue macerado por 15 dias en aguardiente a 52 °G.L. (mezcla de alcohol
extraneutro a 96 °G.L. y agua desionizada) y luego fue destilado. Fueron realizadas cinco
corridas de produccion, obteniéndose cinco muestras que fueron analizadas tres veces cada
una. En cada corrida fueron colectados 500 mL de destilado una vez que se homogeniz6 todo
el producto obtenido, utilizando como referencia para el muestreo el método estandarizado
en la NTP 319.079.1974, Extraccion de muestras®.

3. Pruebas cualitativas
3.1 Analisis sensorial
La valoracion sensorial es una prueba subjetiva que involucra los sentidos (gusto, olfato y
vista), la cual es utilizada exclusivamente en muestras de alimentos y bebidas. Se evalud
el destilado de anis en funcion de su color, sabor, olor y estado fisico. Para este analisis
se utilizd como referencia el método estandarizado en la Guia Técnica Colombiana 1914,

3.2 Marcha fitoquimica

Lamarcha fitoquimica es una de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, permite
determinar cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos presentes
en una muestra. Se realizaron las siguientes pruebas: insaturaciones y carbonilos, con
permanganato de potasio (KMnO4) y 2,4-dinitrofenilhidracina; fenoles, prueba de FeCl3;
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esteroles y terpenos, prueba de Lieberman Burchard y Salkowski; lactonas, prueba de
cumarinas; sesquiterpenlactonas, prueba de Wagner. Para estas pruebas se utiliz6 como
referencia la tesis de Y. Quifiones sobre especies mexicanas de anis’.

4. Pruebas fisicas

4.1 Grado alcohélico

La graduacion alcoholica se expresa en grados y lo que mide es el contenido de alcohol
absoluto en 100 mL (porcentaje de alcohol). El método consistié en colocar la muestra
en una probeta a 45°C, para evitar la formacion de burbujas. Una vez estabilizada
la temperatura de la muestra, se determind el grado alcoholico con la ayuda de un
alcoholimetro calibrado a 20°C, realizando la correccion por la temperatura (mediante la
tabla correspondiente) y expresandolo en porcentaje. Se utiliz6 como referencia el método
estandarizado en la NTE 340°.

4.2 Densidad

Es larelacion entre la densidad del aceite esencial a 20°C y la del agua destilada a la misma
temperatura. El método consistié en colocar la muestra en un picndémetro cuyo peso haya
sido determinado previamente. Se limpi6 el picnémetro con una solucion sulfocromica y
luego fue sumergido en un bafio de agua a 20°C durante 30 min. Finalmente, se extrajo del
bafio, se limpid y se secd para determinar su masa. Se utilizd como referencia el método
estandarizado en la NTP 319.0817.

4.3 indice de refraccién

Es la relacion del seno del angulo de incidencia al seno del angulo de refraccion de un rayo
luminoso de longitud de onda determinada, que pasa del aire al destilado alcohdlico a una
temperatura constante. El método consistio en la medicion del angulo de refraccion del
destilado manteniendo condiciones de transparencia e isotropismo, siendo la temperatura
de 20°C y la longitud de onda de la luz de 589,3 nm (que corresponde a la linea D del
sodio). Manteniendo una temperatura ambiente, se circuld una corriente de agua en el
refractometro y para obtener la lectura se coloco en el prisma la muestra. El resultado
se obtuvo mediante lectura directa de un refractometro (aparato que mide el indice de
refraccion) y fue expresado con un nimero de cuatro decimales. Se utilizé como referencia
el método estandarizado en la NTP-ISO 2808.

4.4 Punto de congelacion

Es una medida de la temperatura de solidificacién a medida que se va disminuyendo
la temperatura. Puede ser reflejo de la calidad del destilado alcohdlico, cuyo punto de
congelacion depende del contenido de frams-anetol, su componente mayoritario y el
responsable de su aroma y sabor. El método consistié en tomar 150 mL de muestra en un
matraz y se coloco en un baio de hielo. Manteniendo la muestra en constante agitacion,
y con la ayuda de un termémetro, se mantuvo la temperatura constante. Luego se retir6 el
matraz y se someti6 a una corriente de aire; una vez que se encontrd en reposo, se registro
la temperatura. Se utilizé como referencia el método estandarizado en la NTP 319.082°.
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4.5 Punto de ebullicion

La temperatura de ebullicion es aquella a la cual la presion de liquido es igual a la
temperatura externa. La temperatura se mantiene constante hasta que el liquido se evapore.
Hay algunos factores que influyen en la determinacion, como son la presion, la estructura,
la polaridad y la presencia de impurezas. El método consisti6 en colocar la muestra dentro
de unos capilares sellados para introducirlos dentro de un tubo y calentarlo hasta observar
que todas las burbujas se hayan desprendido. Finalmente, se tomo la temperatura a la cual
ocurri6 lo mencionado. Se utilizé como referencia el método estandarizado en el libro de
Experimentos de Quimica'®.

5. Pruebas quimicas

5.1 Acidez

El pH es un valor numérico que representa la acidez o alcalinidad de una solucion acuosa.
Se define como el logaritmo del valor reciproco de la concentracion de ion hidrégeno
en una solucion. El método consistié en tomar 25 mL de muestra en un matraz, se le
agregaron 2 mL de fenolftaleina y se titul6 con NaOH 0,1N para determinar la acidez por
formula, considerando el consumo de este ultimo. Se utilizd6 como referencia el método
estandarizado en la NTP 319.085'".

5.2 indice de ésteres

Es el nimero de mg de hidroxido de potasio necesarios para neutralizar los acidos liberados
por hidroélisis de los ésteres contenidos en un 1g de destilado. El método consistio en
introducir en un matraz resistente a alcalis 1,5 g de esencia, luego se afiadieron SmL de
etanol neutro y 3 gotas de fenolftaleina al 1 %. Los acidos libres se neutralizaron con una
solucion 0,5 N de KOH. También se afiadié 10 mL de una solucion etandlica 0,5 N de
KOH. Finalmente, el matraz con la soluciéon fue conectado a un condensador de reflujo,
y calentado a ebullicion; el exceso de alcali se titulé con HCI 0,5 N. Se utilizd6 como
referencia el método estandarizado en la NTP 319.088'2

6. Pruebas cromatograficas y espectroscépicas

6.1 Espectroscopia UV-Visible

Es una técnica instrumental que describe la interaccion entre la radiacion electromagnética
y la materia. Cuando la radiacion Ultravioleta-Visible del espectro incide sobre un
compuesto, si esta tiene la energia adecuada, sera absorbida por dicho compuesto y se
producira la promocién de un electrén a un nivel de energia superior. Las pruebas se
realizaron con un Espectrofotometro UV-visible. Para la determinacion de la longitud de
onda de los estandares (frans-anetol y p-anisaldehido) se realizoé un barrido espectral a
un rango de 200-400 nm; para lo cual se prepard una solucion de 0,1 pL./10 mL de trans-
anetol y 0,1 pL/10 mL de p-anisaldehido. Para esta prueba se utilizdo como referencia el
libro de los Principios del Analisis Instrumental'®.

6.2 Cromatografia en capa fina

El sistema de solventes usado para el analisis y la comparacion directa de los compuestos
fue hexano-diclorometano (15:3). Se expusieron las cromatoplacas a luz ultravioleta
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a 254 nm como método de deteccidn, y se utilizaron mezclas de acido sulftrico con
vainillina para revelar. Para la separacion del destilado alcohdlico se utilizo una camara
cromatografica eclaborada por los autores. Como fase estacionaria se utilizaron placas
de silicagel, y como fase movil se utilizaron dos mezclas de eluyentes de diferentes
polaridades: hexano:diclorometano (15:3) y tolueno:acetato de etilo (93:7), y a diferentes
proporciones. Para esta prueba se utilizd como referencia el articulo sobre la Extraccion y
caracterizacion de aceite esencia de P. anisum L.2.

6.3 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La fase movil fue preparada mezclando metanol y agua en gradiente (50:50; 95:5), luego
se filtro6 en una membrana de fina porosidad y posteriormente se desgasifico. Para las
soluciones de trabajo primero se prepararon los estandares en una soluciéon metanol:agua
(50:50). Se midi6é un volumen conocido de solucion estandar, fue colocado en un matraz
aforado de 10 mL, se adiciond metanol hasta aforo, y finalmente se filtr6 en una membrana
de 0,45 um. A continuacion, se prepard la muestra en una solucion metanol:agua (50:50).
Se transfirié aproximadamente 1 mL de muestra en una fiola de 10 mL, y se afor6 con la
solucion preparada (metanol:agua) hasta completar el volumen. Finalmente, se filtr6 en
una membrana de 0,45 um. Para esta prueba se utilizd como referencia el articulo sobre el
Aislamiento e identificacion de trans-anetol en el aceite esencial de P. anisum L.'.

6.4 Cromatografia gaseosa con deteccion de masas (GC-MS)

El analisis cromatografico se realizoé con un cromatografo de marca Perkin Elmer, con
detector FID y MS, y con una columna capilar SPD 20. La temperatura de la columna fue
de 45°C/3°C, la temperatura de inyeccion de 250°C y la temperatura de deteccion de 300°C
(en el detector de conductividad térmica FID). Las muestras se prepararon en una solucion
de hexano, un volumen de 5 pL en 10 mL de solvente, y luego se filtraron. Para esta prueba
se utilizaron como referencia los articulos sobre la extraccion y caracterizacion de aceite
esencial de P. anisum L.* y sobre la composicion quimica y actividad antibacteriana del
aceite esencial de P. anisum L.".

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos que se presentan a continuacion son resultado de las pruebas experimentales
realizadas por los autores. La discusion se hace en base a la informacion obtenida y procesada
a partir de dichos datos.

1. Pruebas cualitativas
1.1 Analisis sensorial
Segun las pruebas realizadas, el destilado alcohdlico de anis verde obtenido por
destilacion simple es incoloro y liquido cristalino, de sabor acido ligeramente dulce y con
olor ligeramente a anis. En la tabla 3 se muestran los resultados del analisis sensorial del
destilado alcoholico de anis verde obtenido por destilacion simple.

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



Evaluacion de las caracteristicas del destilado alcohdlico de anis verde (pimpinella anisum L.) Obtenido... 421

Tabla 2. Resultados del analisis sensorial.

Variable Resultado
Color Incoloro cristalino
Sabor Acido, ligeramente dulce
Olor Aromatico, ligeramente a anis
Estado fisico Liquido cristalino

1.2 Marcha fitoquimica

En la tabla 4 se muestran los resultados de la marcha fitoquimica realizada en el destilado
alcohdlico de anis verde obtenido por destilacion simple. No se ha evidenciado la presencia
de fenoles, esteroles y terpenos, lactonas ni sesquiterpenlactonas.

Tabla 3. Resultados de la marcha fitoquimica.

Variable/Muestra Ml M2 M3 M4 M5

Insaturaci bonil KMnOs + o+ + + +
nsaturaciones y carbonilos

uraciones y ! 24-dinitrofenilhidracina ~ +  +  +  +  +
Fenoles Prueba de FeCls - - - - -
Esterol ¢ Lieberman Burchard - - - - -

Sierales y terpenos Salkowski +=+ o+ ++
Lactonas Cumarinas - - - - -
Sesquiterpenlactonas Wagner - - - - -

Leyenda: (-) ausencia, (+) poca presencia, (++) moderada presencia, (+++) elevada presencia.

2. Pruebas fisicas
2.1 Grado alcohélico
El grado alcohdlico del destilado de anis verde en grano obtenido por destilacion simple
fue de 60 a 61,9° con una varianza de 0,10 a 1,08%, lo cual indica que estd dentro del
rango estandarizado por la empresa (60-62°) para ser utilizado como materia prima en
la produccion de sus tres tipos de anisados; y que por lo tanto, evitard una variacion del
porcentaje de alcohol del producto final.

2.2 Densidad

La densidad del destilado alcohdlico de anis verde en grano obtenido por destilacion
simple fue de 0,907 a 0,911 g/mL. El rango obtenido es menor a la densidad del aceite
esencial y mayor a la del etanol debido a que es un destilado de un macerado de anis verde
(aceite esencial) con aguardiente (etanol y agua)’.

2.3 indice de refraccién

El indice de refraccion del destilado alcohdlico de anis verde en grano obtenido por
destilacion simple fue de 1,3622. Este valor indica que la muestra posee pocos componentes
aromaticos, a diferencia de la alta presencia de estos en el aceite esencial de anis verde (P,
anisum L.).
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2.4 Punto de congelacion

El punto de congelacion del destilado alcohdlico de anis verde en grano obtenido por
destilacion simple fue menor a -10°C, debido a que el etanol tiene un punto de congelacion
inferior a -110 °C. Segun la solubilidad, el punto de congelacion varia; es decir, a menor
grado de alcohol mayor punto de congelacion. A partir de 17°C empieza a cambiar su
color, de incoloro a blanco lechoso. El punto de congelacion es importante debido a
la inestabilidad del trans-anetol a temperaturas inferiores a 15°C, pues a partir de esta
temperatura el aceite esencial empieza a solidificarse®.

2.5 Punto de ebullicion
En la destilacion simple la temperatura de ebullicion fue de 78 a 91°C seglin el sensor de
temperatura del alambique utilizado. El punto de ebullicion del destilado alcoholico de
anis verde en grano obtenido por destilacion simple fue de 85 a 8§7°C, rango que permitira
estandarizar la temperatura de operacion del equipo para obtener el destilado con las
caracteristicas deseadas.

En la tabla 5 se muestran los resultados de las pruebas fisicas realizadas a las muestras de
destilado alcoholico de anis verde obtenido por destilacion simple.

Tabla 4. Resultados de la marcha fitoquimica.

Variable Resultado
Grado alcohélico 60 -61,9 °G.L.
Densidad 0,907-0,911 g/mL
indice de refraccién 1,362 - 1,363
Punto de congelaciéon Menor a -10 °C
Punto de ebullicion 85-87°C

3. Pruebas quimicas

3.1 Acidez

El destilado alcohdlico de anis verde en grano, obtenido por destilacion simple, tuvo una
acidez de 5,138 mg/100 mL de alcohol anhidro. Este valor se debe a la oxidacion del etanol
a acetaldehido, y luego a acido acético. La acidez del destilado aumenta por la presencia
de otros acidos, como el acido ftalico (pruebas GC-MS). Por otro lado, el trans-anetol se
oxida a un aldehido catalizado por oxidantes fuertes, y es posible que esta reaccion se dé
hasta la obtencién de acido anisicoll. La acidez es importante porque influye directamente
en el tiempo potencial de almacenamiento del destilado para ser usado como insumo en
la elaboracion de bebidas alcoholicas, esto se ha comprobado por las determinaciones de
acidez que hace periodicamente la industria licorera donde se realizo el trabajo.

3.2 indice de ésteres

El destilado alcohdlico de anis verde en grano obtenido por destilacion simple tiene 27,05%
de contenido de ésteres. Este porcentaje representa principalmente ésteres aromaticos,
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como acetato de etilo, y otros ésteres que fueron determinados en las pruebas GC-MS.
La presencia de ésteres en el destilado se debio a la oxidacion de alcoholes a aldehidos, y
de estos a acidos. Para aceites esenciales no existe un parametro establecido debido a que

varia de acuerdo al tipo y especiel 6.

4. Pruebas espectroscopicas y cromatograficas
4.1 Espectroscopia UV-Visible
En la tabla 6 se muestra la curva de calibracion de los estandares.

Tabla 5. Curva de calibracion de estandares.

Estandar Diluciones Curva de calibracion
Concentracion  Absorbancias
(mg/L) re |
0,123 0080 .-
trans-anetol 0,246 0,136 S ese Rie 00018
0,492 0,231 - |
0,984 0,436 A Reriatiar et el
1,230 0,572 .
p-anisaldehido 0,615 0,027 ;
1,23 0,054 £, e 0/049%5= 0.0044
2,46 0,127 R~ 0.9991
4,92 0,228 :
9,84 0,496 Estandar p-Anisaldehido (ma/l.)

En la tabla 7 se muestran los resultados de las pruebas de Espectroscopia UV-visible que se
realizaron a las muestras, a partir los cuales se pudo afirmar que el destilado presenta mayor
concentracion de p-anisaldehido que de frans-anetol.

Tabla 6. Resultados de la absorbancia del destilado simple.

Pruebas

trans-anetol [mg/L]

p-anisaldehido [mg/L]

P1
P2
P3
P4
PS

1,16
1,24
1,08
1,16
2,21

3,98
4,22
4,16
4,50
5,12

4.2 Cromatografia en capa fina
Primero se realizaron pruebas preliminares, en las cuales se obtuvieron las siguientes
relaciones de frente (Rf): 0,45 para el estandar de trans-anetol (STD1), y 0,12 para el
estandar p-anisaldehido (STD 2). Se utiliz6 una proporciéon de hexano:diclorometano
(15:3) y de tolueno:acetato de etilo (93:7). A partir de las Rf preliminares se obtuvieron las
Rf de las muestras y los estandares mostrados en la tabla 8.
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Tabla 7. Promedio de Rf de las muestras y los estandares.

Fase movil Estandar Muestra
Hexano:diclorometano STD1 0.86 0.86
STD2 0,50 0,00
Tolueno: Acetato de Etilo STD1 0,51 0.48
STD2 0,26 0,00

Las Rf obtenidas indicaron que el destilado alcohélico de anis verde en grano obtenido por
destilacion simple presenta trans-anetol, y que el p-anisaldehido no se percibio en las placas;

es decir, existe p-anisaldehido pero en trazas, lo cual se comprobo6 en las pruebas de HPLC y
GC-MS descritas lineas abajo.

4.3 Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)
4.3.1 Corrida de estandares
Los estandares trans-anetol y p-anisaldehido fueron absorbidos a 265 nm. El
p-anisaldehido tuvo un tiempo de retencion de 2,873 min y el trans-anetol de 12,440

min. El pico para el trans-anetol es bien definido y de mayor longitud como se puede
observar en la figura 1.

Areas

weaq  Name
Retontion Time

oo oo
: ‘ g
i | g i
'5;7 ~ by
l £
‘ 5
04 % - = 220
| &R g g
| === X H
{
R L ,g_
H

. . " ®0 12 " L "
Monws

Figura 1. Corrida de frans-anetol y p-anisaldehido por HPLC.
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4.3.2 Corrida de muestras
A partir de la corrida de estandares se realizo la corrida de las muestras, como se puede
observar en la figura 2, obteniendo como resultado que el destilado alcohodlico de anis

verde en grano obtenido por destilacion simple posee un 0,1104% de trans-anetol. No
se detectd la presencia de p-anisaldehido.

Pame
Hotonton |ime
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20
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Figura 2. Corrida de muestras por HPLC.

4.4 Cromatografia gaseosa con deteccion de masas (GC-MS)
En la tabla 9 se muestran los resultados de la prueba de GC-MS, habiendo detectado cuatro

(04) componentes (figura 3) en el destilado alcoholico de anis verde en grano obtenido por
destilacion simple.

Tabla 8. Resultados de las pruebas de GC-MS.

Fase movil Tiempo de retencion (min) Area (%)
Estragol 13,06 2,08
trans-anetol 14,63 92,7
1,4-metanocicloocta[d]piridacina 17,75 3,2
Acido ftalico, di-(1-hexen-5-il) éster 18,99 2,02
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Figura 3. Cromatograma del destilado alcohdlico obtenido por destilacion simple.

CONCLUSIONES

Segtin las pruebas realizadas se concluy6 que el destilado alcoholico de anis verde, obtenido
por destilacion simple, tuvo un grado alcoholico elevado adecuado para el tipo de bebida
alcoholica que se produce en la empresa, al igual que su densidad. Posee componentes
aromaticos ideales y deseados para el producto final, sin embargo, estos pueden concentrarse
mas si se utiliza otro tipo de destilacion, como la fraccionada o por arrastre de vapor. Al
ser un destilado poco estable, el tiempo potencial de almacenamiento para ser usado como
insumo es corto, lo que incrementa los costos de produccion para la industria licorera. En
general, las caracteristicas del destilado son las adecuadas para la formulacion de anisados
y licores a base de anis, pero pueden mejorarse para reducir tiempos y costos operativos e
incrementar la calidad del producto final.
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XANTHONES FROM Hypericum laricifolium Juss., AND THEIR
ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITY AGAINST HEP3B CELLS.
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Maelle Carraz®, Valérie Jullian®<*

ABSTRACT

We describe here the isolation of 6 xanthones and one phenyl-y-pyrone, together with
3-epibetulinic and quercetine from the aerial parts of Hypericum laricifolium Juss.
(Hypericaceae), collected in Peru. Isolated compounds have been evaluated against
proliferation of human hepatocellular carcinoma Hep3B cells. The most active compound
was xanthone 3, with an inhibitory concentration (IC,)) of 12 uM.

Key words: Xanthones, Hypericum laricifolium, Hep3B cells, hepatocellular carcinoma

XANTONAS AISLADAS DE Hypericum laricifolium Juss. Y SU
ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA CONTRA
LAS CELULAS HEP3B

RESUMEN

En el presente trabajo se describe el aislamiento de 6 xantonas, una fenil-y-pirona, el acido
3-epibetulinico y quercetina a partir de las partes aéreas de Hypericum laricifolium Juss.
(Hypericaceae), colectada en Peru. Los compuestos aislados fueron evaluados por su
capacidad para inhibir el crecimiento de células de hepatocarcinoma humano Hep3B. El
compuesto mas activo fue la xantona 3, con una concentracion inhibitoria (CI,)) de 12 uM.

Palabras clave: Xantonas, Hypericum laricifolium, células Hep3B, hepatocarcinoma
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INTRODUCTION

The genus Hypericum includes 469 species, and belongs to the Hypericaceae family.
This genus is present all over the world, with native or introduced species. Hypericum
laricifolium Juss. is distributed in South America along the Andes cordillera from Western
Venezuela, to the eastern part of Colombia, Ecuador and Peru. In Peru, H. laricifolium is
traditionally used in the high Andes for bath against cold and post-partum bath under the
name “cipres” or “romerillo”!, its also known as “Chinchango”. Two previous chemical
investigations have been published and report the presence of hentriacontanyl caffeate,
nonacosanyl caffeate. stigmasterol, B-sitosterol, 3-epi-betulinic acid, caffeic acid, ferulic
acid, docosanol, p-hydroxybenzoic acid, 3,4-dimethoxy benzoic acid, quercetin, quercetin-
3-O-galactoside, quercetin-3-O-rutinoside, quercetin-3-O-rhamnoside, quercetin-3-O-
glucuronide and shikimic acid2, as well as xanthones, 1-hydroxy-7-methoxyxanthone,
1,7-dihydroxyxanthone, 2-hydroxyxanthone, 6-deoxyisojacareubin, 1,3-dihydroxy-6-
methoxyxanthone, and 1,5,6-trihydroxy-7-methoxyxanthone?®.

In a former publication', we have described the good activity of an ethanolic extract from
Hypericum laricifolium against the growth of human hepatocellular carcinoma Hep3B cells.
The lack of effective treatments against human hepatocellular carcinoma (HCC) prompted us
to isolated and identify the compounds responsible for this activity.

In this work, we report the isolation from Hypericum laricifolium aerial part of one phenyl-
y-pyrone, the hyperbrasilone 1 and 6 xanthones 2-7. Hyperbrasilone 1 and xanthones 3-7
are described for the first time in the species. 3-epi-betulinic acid 8 and quercetine 9 have
also been isolated. Eight compounds have been evaluated against proliferation of human
hepatocellular carcinoma Hep3B cells.

EXPERIMENTAL PART

Plant material
Acerial parts of Hypericum laricifolium Juss. were collected in Huaraz surroundings (Ancash
department, Peru), at the altitude of 3900 m a.s.l. and identified by specialists.

Isolation of compounds

Aerial parts were dried at ambient temperature, away from sun, and then grinded. 650 g of
powdered plant were then extracted three times with 5.6 L of ethanol 960, to give 91.5 g of
extract E. Extract E (55 g) was partitioned in 2 L of water and 2 L of ethyl acetate, to give
an aqueous phase, and 21.6 g of an extract EA. 1.4 g of extract EA were submitted to two
successive medium pressure liquid chromatographies (MPLC) on silica gel to give 6.6 mg of
hyperbrasilone 1 and 4.3 mg of 1,7-dihydroxy-xanthone 2.

Then, 9.1 g of EA extract were partitioned in 280 mL of petroleum ether and 280 mL of
methanol-water 90-10, to give 2.40 g of extract PE and 6.70 g of extract MW. The extract
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MW (6.7 g) was absorbed on 70 g of silica gel. This solid was then successively extracted
with mixtures of petroleum ether-ethyl acetate of increasing polarity to give four fractions A
(1.5¢g),B(1.5g),C(1.7¢g),D (1.7 g). Fraction A, extracted with a mixture of petroleum ether
/ ethyl acetate 80 / 20, was submitted to column chromatography on silica gel, eluted with
mixtures of petroleum ether / ethyl acetate of increasing polarity, from petroleum ether / ethyl
acetate 80 / 20 to pure ethyl acetate. 15 fractions were obtained, Al to A15.

A2 (97.4 mg) was submitted to column chromatography on silica gel, eluted with petroleum
ether then petroleum ether / dichloromethane 50 / 50 to give A2-2 (8.0 mg), identified
as 3 A4 (115.0 mg) was submitted to column chromatography on silica gel, eluted with
mixtures of dichloromethane / methanol of increasing polarity, from pure dichloromethane
to dichloromethane 2% methanol, to give A4-1 (3.4 mg), identified as 1,3,8-trihydroxy-2-
methoxy-xanthone 4, A4-2 (5.1 mg), A4-3 (5.5 mg) and A4-4 (37.2 mg). A4-2 and A4-3 were
submitted to chromatography on Sephadex LH-20, eluted with methanol to give respectively
A4-2-1 (3.0 mg) identified as 1,3-dihydroxy-2-methoxyxanthone 5, and A4-3-1 (1.0 mg)
identified as 2,8-dihydroxy-1-methoxyxanthone 6. A4-4 was washed with methanol to give
A4-4-1 as a white precipitate (11.5 mg) identified as 3-epi-betulinic acid 8.

A7 (19.1 mg) was submitted to successive columns chromatographies on silica gel and
Sephadex LH-20 to give 3,8-dihydroxy-1,2-dimethoxyxanthone (0.6 mg) 7.

A13 (50.0 mg) was washed with dichloromethane / methanol 90 / 10 to give 8.2 mg of a
yellow solid identified as quercetine 9.

OH
OH
OH O OCH, ‘
:
W OH
o oy HO I
7 3-epibetulinicacid 8 Quercetin 9

Figura 1. Structure of compounds isolated from Hypericum laricifolium
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Identification of compounds

Hyperbrasilone 1 was isolated as a colorless oil. 'H-RMN (CDCl,) &: 1.25 (3H, s), 1.42 (3H,
d, J=6.7 Hz), 1.44 (3H, s), 4.59 (1H, q, J = 6.7 Hz), 6.40 (1H, s), 6.98 (2H, d, /= 4.9 Hz),
6.67 (2H, d,/=4.9 Hz). "C-RMN (CDCl,) 8: 14.6, 20.3, 25.5,42.7,91.8,92.3, 108.3, 116.1,
123.9, 127.9, 159.1, 161.7, 163.5, 170.5. These data were compared with those previously
published?. The absolute configuration of the chiral center was not determined, neither in this
work, nor in the original publication.

1,7-dihydroxyxanthone 2 was isolated as a yellow solid. "H-RMN (CDCI, + 10% CD,0D) é:
6.75 (1H, dd, /=8.2,0.9 Hz), 6.91 (1H, dd, J= 8.4, 0.9 Hz), 7.29 (1H, dd, J=9.0, 3.0 Hz),
7.36 (1H, d, J=9.4 Hz), 7.50 (1H, d, J = 2.8 Hz), 7.56 (1H, dd, J = 8.3, 8.3 Hz). “C-RMN
(CDCI, + 10% CD30D) &: 107.1, 108.2, 109.7, 119.1, 120.8, 125.5, 136.6, 153.7, 156.5,
161.3, 182.5. APCI-MS m/z: 229 (MH"). These data were compared with those previously
published’.

Compound 3 was isolated as a yellow-orange oil 'H-RMN (CDCL,) &: 1.52 (6H, se), 1.53
(6H, se), 1.71 (6H, se), 2.84 (2H, dd, J=13.7, 8.1 Hz), 3.45 (2H, dd, /= 13.7, 7.0 Hz), 4.68
(m, 2H), 5.42 (1H, dd, J = 10.5, 0.8 Hz), 5.50 (1H, dd, J = 17.8, 0.8 Hz), 6.32 (s, 1H), 6.48
(1H, dd, /= 17.8,10.5 Hz), 6.50 (s, 1H), 13.44 (s, 1H). "C-RMN (CDCl,) 6: 18.0, 25.8, 28.2,
37.9,40.9, 55.8, 101.6, 105.7, 108.2, 109.2, 113.6, 116.2, 117.7, 135.4, 149.0, 151.8, 154.8,
158.6,161.1,161.3,179.5,201.4. APCI-MS m/z: 465 (MH"). These data were compared with
those previously published®.

1,3,8-trihydroxy-2-methoxyxanthone 4 was isolated as a yellow solid. "H-RMN (CDCI, +
10% CD,0D) &: 3.91 (s, 3H), 6.44 (s, 1H), 6.73 (1H, d,J= 8.3 Hz) , 6.84 (1H, d, /= 8.4 Hz),
7.52 (1H, t, J = 8.4 Hz), 11.94 (s, 1H), 12.11 (s, 1H). "C-RMN (CDCI, + 10% CD,0OD) &:
60.8,94.4,102.4,107.0, 107.0, 110.4, 130.5, 136.6, 153.3, 153.4, 156.1, 158.4, 160.8, 184.8.
APCI-MS m/z: 275 (MH"). These data were compared with those previously published’.

1,3-dihydroxy-2-methoxyxanthone 5 was isolated as a yellow solid. '"H-RMN (CDCl,) é:
4.07 (s, 3H), 6.57 (s, 1H), 7.41 (1H, ddd, /= 8.4, 1.1, 0.5 Hz), 7.47 (1H, ddd, /= 8.1, 7.1,
1.1 Hz), 7.75 (1H, ddd, /= 8.0, 1.7, 0.5 Hz), 8.28 (1H, ddd, J = 8.5, 7.1, 1.7 Hz). BC-RMN
(CDCI,) 6: 61.0, 93.4, 104.2, 117.7, 120.2, 124.0, 125.8, 129.5, 135.0, 153.4, 153.4, 156.1,
156.4, 181.3. APCI-MS m/z: 259 (MH"). These data were compared with those previously
published?®.

2,8-dihydroxy-1-methoxyxanthone 6 was isolated as a white solid. 'H-RMN (CDCl,) 5: 4.07
(s, 3H), 6.80 (1H, dd, /= 8.2, 1.0 Hz), 6.90 (1H, dd, J = 8.4, 1.0 Hz), 7.24 (1H, d, J=9.0
Hz), 7.45 (1H, d, J = 9.1 Hz), 7.59 (1H, dd, J = 8.3, 8.3 Hz), 12.91 (s, 1H). 13C-RMN
(CDCI3) 8: 62.7,106.5, 109.0, 110.3, 114.2, 114.7, 123.3, 136.6, 144.2, 145.4, 150.8, 155.8,
161.9, 182.1. APCI-MS m/z: 259 (MH"). These data were compared with those previously
published’.
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3,8-dihydroxy-1,2-dimethoxyxanthone 7 was isolated as a yellow solid. 'H-RMN (CDCl,) &:
4.04 (s, 3H), 4.06 (s, 3H), 6.78 (1H, dd, /= 8.2, 1.0 Hz), 6.81 (s, 1H), 6.85 (1H, dd, /= 8.3,
1.0 Hz), 7.54 (1H, dd, J = 8.3, 8.3 Hz), 13.14 (s, 1H). "C-RMN (CDCl,) &: 61.8, 62.0, 99.0,
106.2, 108.8, 109.2, 110.6, 136.0, 137.4, 152.2, 154.6, 155.5, 155.8, 162.1, 181.5. APCI-MS
m/z: 289 (MH"). These data were compared with those previously published'®.

3-epibetulinic acid 8 was isolated as a white solid. 'H-RMN (CDCI, + 10% CD30D) 6: 0.61
(1H, m), 0.68 (3H, s), 0.75 (3H, s), 0.87 (3H, s), 0.88 (3H, s), 0.90 (3H, s), 1.65 (3H, s), 1.03-
1.70 (19H, m), 1.87 (2H, m), 2.18 (2H, m), 2.94 (1H, td, J= 10.6-4.5 Hz), 3.09 (1H, dd, J =
10.6-5.7 Hz), 4.53 (1H, s), 4.65 (1H, s). "C-RMN (CDCI, + 10% CD30D) 6: 179.2, 150.5,
109.4, 78.8, 56.3, 55.5, 50.5, 49.2, 46.9, 42.4, 40.6, 38.7, 38.6, 38.2, 37.1, 37.0, 34.2, 32.2,
31.9, 30.6, 27.8, 27.0, 25.4, 20.9, 19.2, 18.3, 16.1, 15.9, 15.3, 14.6. APCI-MS m/z: 439 (M-
OH)". These data were compared with those previously published!

Quercetin 9 was isolated as a yellow solid. 'H-RMN (DMSO-d,) 6: 6.19 (1H, d, /= 2.0 Hz),
6.41 (1H, d, J=2.0 Hz), 6.89 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.54 (1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz), 7.68 (1H,
d,J=2.2 Hz). "C-RMN (DMSO-d,) 8: 93.9, 98.6, 103.4, 115.5, 116.0, 120.4, 122.4, 136.3,
145.4,147.3, 148.2, 156.5, 161.2, 164.4, 176.3. APCI-MS m/z: 303 (MH"). These data were
compared with those previously published'.

Measurement of the antiproliferative activity on Hep3B cells.

An already published protocol was followed', with slight modifications. The human cancer
cell line Hep3B has been cultivated as described and double each 20 h in our culture
conditions. In this assay, Hep3B cells were seeded in 96-well plates at a density of 5 x 10°
cells per well and after 18 h of adhesion, incubated for 72 h with compounds following the
concentration range: 0.1, 1, 10, 25, 50, 100 pg/mL in DMEM supplemented with 0.1% of
DMSO. Their growth was measured using an ATP-based luminescence assay (ATPliteTMKkit,
Perkin Elmer, France). 72 h after cells treatment by extracts, luminescence was read on
a Trilux reader (Perkin Elmer). The 50% inhibitory concentration (IC50) of each extract
was determined based on 3 independent experiments using the GraphPad Prism software
(GraphPad Software Inc., USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Compounds have been isolated after successive chromatographies on silica gel and Sephadex
LH-20 from an ethanolic extract of Hypericum laricifolium aerial part displaying a good
antiproliferative activity on Hep3B cells (IC50 = 11.5 ug/mL). Their structures were
established on the basis of 1D and 2D NMR spectra ('H, *C, COSY, HSQC, HMBC) and
mass spectrometry, and verified by comparison with previously published spectroscopic data.

3-epibetulinic acid 8 and quercetin 9 are ubiquitous in plants, and have already been isolated

from H. laricifolium*3. 1-7 dihydroxyxanthone 2 was also reported in Hypericum laricifolium?.
Interestingly, all other 6 compounds are reported in Hypericum laricifolium for the first time,
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and 1,3,8-trihydroxy-2-methoxyxanthone 4 and 2,8-dihydroxy-1-methoxyxanthone 6 have
never been reported in the genus Hypericum. Interestingly, the 4 xanthones 4-7 reported
here are different from the xanthones reported in a previous work?, describing the chemical
composition of Hypericum laricifolium collected in Venezuela, suggesting that xanthones
metabolites of this species could vary according to location, or season of collect, and raises
the hypothesis of an epigenetic influence of xanthones metabolites production in the H.
laricifolium specie.

Concerning the antiproliferative activity on human Hep3B cells, the interesting activity
previously observed for an ethanolic extract of H. laricifolium prompted us to test the isolated
compounds on Hep3B cells culture and determine their IC, . The most active compounds
are xanthone 3 and 1,3,8-trihydroxy-2-methoxyxanthone 4 with an IC_  of 12 uM and 22
uM respectively. These activity are in the same range as the activity of the reference drug
Sorafenib (Table 1).

Table 1. Activity of compounds isolated from Hypericum laricifolium against Hep3B cells,
compared to the activity of the ethanolic extract (extract E) and reference drug Sorafenib (NT:
not tested, ND: not determined).

Compounds ICso Hep3B Cells (ug/mL) ICso Hep3B Cells (uM)

1 11.2+29 41.2+10.7
2 142+23 62.3+10.1
3 56+1.6 12.1+34
4 6.2+3.8 22.6+13.9
5 124+3.6 48.1+14.0
6 14.7+4.2 57.0+16.3
7 NT NT

8 20.1+4.3 44.1+94
9 50.00 >165
Extract E 11.5+24 ND
Sorafenib 3.5 7.6

To the best of our knowledges, the only activity of xanthones or xanthone derivatives against
the growth of Hep3B cells is reported for gambogic acid, a xanthone derivatives isolated
from the tree Garcinia hanburryi. Gambogic acid inhibits the growth of Hep3B through
apoptotic pathways with an IC, of 1.8 uM".

Allaxanthone C, structurally close to 3, have been shown to induce a prolongation of survival
in a xenograft murine model of human chronic lymphocytic leukemia®.
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1,3,8-trihydroxy-2-methoxyxanthone 4 was also tested again different multidrugresistant
human tumor cells and was moderately active against taxol resistant SMMC-7721 human
liver carcinoma cell line (IC, =42 uM)". All of this suggest that xanthones structurally close
to 3 or 4 should be tested against Hep3B cells lines in order to find a potential lead against
hepatocellular carcinoma, however the activity of isolated compounds is rather moderate
compared to the activity of the crude ethanolic extract of H. laricifolium (IC, = 11.5 pg/mL),
suggesting that other compounds with better activity may be present in the plant, or that some
synergetic effect may occur between the constituents of this species.

CONCLUSION

In this work, we have identified xanthones inhibiting the growth of Hep3B cells. This
highlight the interest of this class of compounds, and especially xanthones structurally related
to compound 3, in the search of active compounds against human hepatocellular carcinoma.
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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA
CUPRITA SINTETIZADA POR RUTA QUIMICA

Orfelinda Avalo Cortez™, David Pedro Martinez Aguilar®

RESUMEN

Con el auge de la nanotecnologia se han desarrollado nanomateriales inorganicos, que
presentan un marcado efecto microbicida sobre una amplia variedad de microorganismos,
tales como virus, bacterias y hongos. En el presente trabajo se realizo la sintesis,
caracterizacion y estudio de la actividad antimicrobiana del 6xido de cobre (I), cuprita, Cu,O,
obtenida por ruta quimica. Para la obtencion de la cuprita se utilizé como precursor el sulfato
de cobre pentahidratado y como reductores organicos el acido ascérbico y la glucosa. La
caracterizacion se realizé por Difraccion de Rayos-X (DRX) y Microscopia Electronica de
Barrido (MEB). También se determino la actividad antimicrobiana in vitro de las particulas
de cuprita sobre la bacteria Staphylococcus aureus, determinandose la Concentracion Minima
Inhibitoria(CIM). Los resultados del analisis por Difraccion de Rayos X, confirmaron que a
partir de la sintesis empleando acido ascorbico como reductor y a pH=1,66 se obtuvo 100 %
Cu puro con tamaios de particula en el rango micrométrico y de forma poliédrica. La sintesis,
empleando glucosa como reductor, dio como resultado la obtencion de 100 % Cuprita (Cu,O)
con morfologia variable, se observaron esferas, cubos y tetracdros muy dependientes de la
concentracion de NaOH empleada en cada sintesis, con tamanos de particula en los rangos
nanométrico y micrométrico, es decir se obtuvo nanoparticulas y nanoestructuras de Cu,O.
De acuerdo a los resultados de la actividad antimicrobiana se puede concluir que el 6xido de
cobre Cu,O tiene efecto antimicrobiano sobre la bacteria Staphylococcus aureus, siendo la
Concentracion Minima Inhibitoria, CIM, 16 mg/mL.

Palabras clave: cuprita, antimicrobiana, Staphylococcus aureus.

STUDY OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF THE CUPRITA
SYNTHETIZED BY CHEMICAL ROUTE

ABSTRACT
With the rise of nanotechnology, inorganic nanomaterials have been developed, which have

a marked microbicide effect on a wide variety of microorganisms, such as viruses, bacteria
and fungi. In the present work, the synthesis, characterization and study of the antimicrobial
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activity of copper oxide (I), cuprite, Cu,0, obtained by chemical route was carried out.
Copper sulfate pentahydrate was used as the precursor ascorbic acid and glucose, were
used as organic reducers. The characterization was carried out by X-ray diffraction (XRD)
and scanning electron microscopy (SEM). The in vitro antimicrobial activity of the cuprite
particles on the Staphylococcus aureus bacterium was also determined, determining the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The results of the analysis by X-ray diffraction,
confirmed that from the synthesis using ascorbic acid as a reducer and at pH = 1.66, 100%
pure Cu was obtained with particle sizes in the micrometric range and polyhedral shape.
The synthesis using glucose as a reducer resulted in the obtaining of 100% Cuprite (Cu,O)
with variable morphology, spheres, cubes and tetrahedra were observed, very dependent on
the concentration of NaOH used in each synthesis, with particle sizes in the nanoscale and
micrometer, that is, nanoparticles and Cu,0 nanostructures were obtained. According to
the results of the antimicrobial activity, it can be concluded that Cu,0O copper oxide has an
antimicrobial effect on Staphylococcus aureus bacteria, with the MIC of 16 mg/MI.

Key words: cuprite, antimicrobial, Staphylococcus aureus.

INTRODUCCION

El Staphylococcus aureus es una bacteria gram positiva que se encuentra ampliamente
diseminada en el ambiente ya que posee caracteristicas particulares de virulencia y resistencia
contra antibioticos, lo cual representa un grave problema de salud, ademas esta bacteria
tiene caracteristicas genéticas que le han permitido convertirse en una de las bacterias mas
importantes en los hospitales y en las enfermedades transmitidas por alimentos'. De acuerdo
a la literatura se sabe que el cobre y los 6xidos de cobre son utilizados en diversos equipos
sanitarios y médicos por sus propiedades bactericidas y antimicrobianas?®. El mecanismo que
explica la actividad antibacteriana es la capacidad del cobre para ceder y aceptar electrones
en forma continua. Los iones de cobre se desprenden de superficies de cobre penetrando en
la célula bacteriana produciendo la ruptura de la membrana citoplasmatica que favorece la
entrada de iones cobre, lo que conduce a una disfuncion de la membrana y a un aumento
del estrés oxidativo. A nivel citoplasmatico hay una alteracion de la sintesis proteica y dafio
funcional de enzimas esenciales produciéndose la muerte celular y degradacion del ADN
bacteriano®. Si bien el cobre ocasiona que la bacteria pierda su capacidad de replicarse al
alterar su estructura molecular, se sabe que no genera mutaciones en el ADN. Cualquiera de
estos mecanismos afecta la supervivencia de las bacterias, pero dependera de la concentracion
del metal para ver el efecto bacteriostatico o bactericida. La Concentracion Minima
Inhibitoria (CIM), en microbiologia, es la concentracion mas baja de un antimicrobiano que
inhibe el crecimiento de un microorganismo después de su incubacion. La concentracion
inhibitoria minima es importante en diagnosticos de laboratorio para confirmar la resistencia
de microorganismos a un agente antimicrobiano y ademas para monitorizar la actividad de
los nuevos agentes antimicrobianos®.
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En la literatura existen diversos trabajos sobre sintesis de cobre, CuO y Cu,O, empleando
reductores organicos y surfactantes cuyos resultados muestran que la sintesis por esta
ruta quimica es sencilla y, lo mas importante, permite el control del tamafio y forma de
las particulas sintetizadas™'?. Existen también publicaciones respecto a la actividad
antimicrobiana del cobre y de los 6xidos de cobre sobre diversas bacterias tanto gram
positivas como gram negativas, que en general sugieren que las nanoparticulas de Cu, CuO
y Cu,O pueden ser consideradas como nuevos agentes efectivos de bacterias resistentes a
multiples farmacos*!"'7. El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo sintetizar
la cuprita, Cu,O, a partir de la sal precursora CuSO,.5H,0 y empleando como reductores
organicos el acido ascorbico, la glucosa y la hidracina, aprovechando la ventaja de que el
empleo de reductores organicos requiere bajas temperaturas durante el procesos de sintesis.
Realizar la caracterizacion microestructural de las particulas sintetizadas a través de Analisis
por Difraccion de Rayos-X (DRX) y Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y finalmente
estudiar la actividad microbicida de la cuprita sobre la bacteria Staphylococcus aureus a fin
de determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).

PARTE EXPERIMENTAL

Para la sintesis del 6xido cobre se parti6 del precursor en forma de sulfato de cobre
pentahidratado, (CuSO,.5H,0), el cual fue reducido con 4cido ascorbico (C,H,O,) en medio
acido y con glucosa (C.H,,0,) en medio bésico.

Sintesis empleando acido ascorbico como reductor

Se procedio a pesar 5,03g de sulfato de cobre pentahidratado y 12,01g de acido ascoérbico.
Luego se llevaron a disolucion la sal precursora y el reductor organico a temperatura ambiente,
empleando agua destilada. Se agregé 18mL de agua destilada a los 5,3g de CuSO,*5H,O y
30mL de agua destilada a los 12,01g de acido ascorbico. Luego de la disolucion de las sales
por separado, se procedio a adicionar de a poco la solucién que contenia el sulfato de cobre
pentahidratado sobre el recipiente que contenia la solucion de acido ascorbico, agitando
vigorosamente. Se observo la formacion de una solucion final de color verde oscuro con un
pH de aproximadamente 1,66. Luego de finalizar la adicion de toda la solucion de sulfato de
cobre pentahidratado a la solucion de acido ascorbico, la solucion final fue calentada a una
temperatura de 70°C y por un tiempo de 20 min, empleando una plancha de calentamiento
con agitacion magnética. Se observo la formacion de un precipitado de color naranja en la
base del vaso, que nos daba indicios que se trataba de cobre puro. Se procedio a decantar la
solucion sobrenadante y a lavar el precipitado varias veces con agua destilada. El lavado final
se realiz6 con alcohol, se procedio al secado de la muestra, el envasado y etiquetado

Sintesis empleando glucosa como reductor

Se peso6 5,71g de sulfato de cobre pentahidratado y se enrasé a S0ml en un vaso de precipitado
con agua destilada. Se pesaron 2,13g de glucosa y 3,78g de hidroxido de sodio, enrasandose
cada uno a 25ml en sus respectivos vasos de precipitado.
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Inicialmente, se agrego el hidroxido de sodio al vaso que contenia la glucosa. Se observo la
formacion de una solucion de un tono ligeramente amarillento. A esta solucién amarillenta le
agregamos poco a poco el sulfato de cobre pentahidratado que estaba colocado en una bureta.
A medida que se adicionaba el CuSO,.5H,O este cambiaba de una tonalidad azul a verde
oscuro. Se fue agitando constantemente la solucion durante todo el proceso y se anotaba
el cambio de pH en cada adicion de sulfato de cobre de la bureta. Conforme aumentaba el
pH, se observaba que la solucion se volvia mas oscura, hasta que al llegar a un pH de 12,3
se observo un precipitado rojizo. Finalizada la titulacion, se procedio a calentar el vaso que
contenia al precipitado en una plancha de calentamiento a 60°C durante 30 minutos. Luego
se procedio a decantar para desechar la solucion sobrenadante y luego se procede a lavar
el precipitado cinco veces con agua destilada y una ultima lavada con alcohol. Finalmente,
se procedid a secar el precipitado a menos de 50°C. Una vez seca la muestra se procedi6 a
determinar el peso final que fue de 1,47g.

Las muestras finales fueron enviadas a los laboratorios externos para su analisis por Difraccion
de Rayos-X (DRX) y Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de los difractogramas DRX de la muestra sintetizada empleando acido
ascorbico como reductor en medio acido.

Realizando el analisis cualitativo se puede observar que los picos del difractograma de esta
muestra coinciden con los picos correspondientes al cobre puro, tal como se puede observar
en lafigura 1. Por lo tanto se puede concluir que de la reduccion del sulfato de cobre con acido
ascorbico a pH= 1,66 se obtiene 100 % cobre puro, tal como fue establecido en el trabajo
de Liu King Ming et a/ (2012), donde concluyen que a pH bien bajos se obtiene cobre puro
de mayor tamafio (micrométricos) y a pH altos se obtiene cuprita de tamafios mas pequefios
(nanométricos), ademas establecen que el posible mecanismo de formacion del cobre puro a
pH mayores a 2,5 es a través de las siguientes etapas: Cu**—Cu(OH),—Cu,0—Cu, es decir
los iones Cu** son transformados inicialmente a Cu(OH), y luego el Cu(OH), se reduce a
Cu20 por el 4acido ascorbico. El Cu,O finalmente se reduce a particulas de Cu, por lo tanto
establecen al Cu,0O como producto intermedio y representan el proceso de reduccion a través
de las siguientes reacciones'®:

Cu(OH), + C,H,0, — Cu,0 + C;H,0, + H,0 (1)

67766

Cu,0+ CH,0, — Cu+CH,0, +H,0 2)

Para poder observar las posibles rutas del proceso de reduccion del sulfato de cobre en medio
acuoso, podemos emplear el Software HSC 6, para construir el Diagrama de Pourbaix del
Sistema Cu-O-H a 60°C y para la concentracion de Cu en la solucion, que es de 1.14 molal,
tal como se muestra en la figura 2. Claramente, se puede observar que para el pH igual a 1,66,
que fue el empleado en la sintesis con el acido ascérbico como reductor, se puede sintetizar
cobre puro en un solo paso.
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Figura 1. Analisis comparativo del difractograma patrén del cobre y el difractograma de la
muestra experimental obtenida de la reduccion del sulfato de cobre con acido ascorbico.
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Figura 2. Diagrama de Pourbaix del Sistema Cu-O-H a 60°C y para una concentracion de cobre
1.14 molal, levantados con el Software HSC 6.

Analisis de los difractogramas DRX de la muestra sintetizada empleando glucosa como
reductor en medio basico.

En trabajos anteriores, empleando glucosa e hidracina como reductores, se encontrd que,
dependiendo del rango de pH empleado en la sintesis, es posible obtener una mezcla de
metal/6xido, es decir Cu/Cu,O, tanto en el caso del uso de glucosa como reductor y también
de la hidracina®. Al comparar los difractogramas de la muestra experimental con los patrones
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de difraccion del cobre y de la cuprita, se puede observar que la muestra obtenida empleando
glucosa como reductor a pH=12,3 presenta picos de cobre y cuprita, tal como se observa en la
figura 3. Haciendo el analisis cuantitativo se determiné que la muestra final contenia 93,5 %
de cuprita'y 6,5 % de cobre, con un tamaifio de cristalito de 83,23 nm. Algunos investigadores
establecieron que los iones Cu** se reducen primero a Cu® por la glucosa y luego el Cu*
reacciona con el OH" para formar Cu,0O, de acuerdo a las siguientes ecuaciones’:

Cu(OH), = Cu* + 20H" (0 CuO +H,0 = Cu* + 20H) 3)
Cu* +30H +CH_0,=Cu +CH, 0, +2H,0 )
Cu’ + OH- = CuOH (5)
2CuOH = Cu,0 + H,0 (6)

De acuerdo a los resultados anteriores, se pudo deducir que la sintesis empleando a la glucosa
como reductor, podria conducirnos a obtener 100 % cuprita y por eso se llevo a cabo pruebas
experimentales modificando el pH, es decir variando la cantidad de NaOH empleada durante
el proceso de sintesis de la muestra. Al hacer el analisis comparativo de los difractogramas
experimental y el de la cuprita se observa que en este caso solo aparecen los picos de la
cuprita, por tanto se obtuvo 100 % cuprita, figura 4.
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Figura 3. Analisis comparativo de los difractogramas patron del cobre y cuprita con el
difractograma de la muestra experimental obtenida de la reduccion del sulfato de cobre con
glucosa a pH=12,3
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Figura 4. Analisis comparativo del difractograma patron de la cuprita y el difractograma de la
muestra experimental obtenida de la reduccion del sulfato de cobre con glucosa a pH=12.

Otra modificacion que se realizé durante el proceso de sintesis empleando la glucosa como
reductor fue la de realizar la sintesis de la cuprita en frio, es decir sin calentamiento. Al
realizar el analisis comparativo del difractograma experimental con el difractograma patron
de la cuprita, se puede observar que se obtuvo 100 % cuprita, tal como se puede observar en
la figura 5.
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Figura 5. Analisis comparativo del difractograma patrén de la cuprita y el difractograma
de la muestra experimental obtenida de la reduccion del sulfato de cobre con glucosa a
pH=12.3, sintesis en frio.
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Analisis de las micrografias MEB de la muestra de cobre obtenida empleando como
reductor el acido ascorbico en medio acido.

La muestra de cobre fue enviada al Laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido, de
la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria. Se puede observar en la
figura 6 que las particulas estan aglomeradas y que presentan una distribucion de tamafios
casi homogénea, mostrando cristales facetados.

En la figura 7, con una magnificaciéon mayor, se puede observar claramente que los cristales
de cobre puro son particulas poliédricas micrométricas de entre 3 - 6um de tamafio promedio.
Esto concuerda con lo encontrado en la literatura, donde establece que a medida que se
aumenta el pH el tamafio de la particula tiende a disminuir, en nuestro caso el pH experimental
fue de 1,66, que es un valor muy bajo y por tanto se obtiene particulas de mayor tamano.

Es decir, a partir de la reduccion del sulfato de cobre empleando acido ascorbico y a un pH
de 1,66 se consiguen obtener particulas en forma de poliedros de tamafios micrométricos.

Fadc? Ny X N 1530 Symeld 31 e £2 e 208
Figura 6. Micrografias MEB a una magnificacion de 770X de la muestra
obtenidaempleando como reductor el acido ascorbico en medio acido (pH=1,66).

i Meg + ILEIEX ENT « 15004¥ Sgnald » L1 Dt 17 Dve 2008
WO ASmm Proce Na + 1595 Tome 200604

Figura 7. Micrografias MEB 11.61 KX de la muestra de cobre obtenida a partir del
precursor sulfato de cobre y acido ascorbico como reductor.
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Analisis de las micrografias MEB de la cuprita sintetizada con glucosa a pH=12 y con
calentamiento

En la figura 8 se presenta la micrografia MEB de la muestra de cuprita sintetizada con glucosa
a pH igual a 12 y con calentamiento. Se puede observar que la morfologia de las particulas
es esférica y con una distribucion de tamafios heterogéneos. Estas micrografias MEB fueron
obtenidas en el Microscopio Electronico de Barrido tipo Tapletop de la PUC-Rio.

Esta misma muestra fue analizada en el Microscopio Electronico de Barrido de la Facultad
de Ciencias de la UNI con la finalidad de tener micrografias con mayor magnificacion. En
la figura 9 se puede observar que a una magnificacion de 112.20 KX se logra observar que
se logran sintetizar particulas de cuprita de tamafio nanométrico, es decir nanoparticulas.
Lamentablemente, no se tuvo acceso a un Microscopio Electronico de Transmision (MET)
para lograr mayor magnificacion y tener mas detalle de las muestras.

Analisis de las micrografias MEB de la cuprita sintetizada con glucosa a pH=12,3 y con
calentamiento

En la figura 10 se presenta las micrografias MEB a 5KX, 10KX, 20KX y 30KX de la muestra
de cuprita sintetizada con glucosa a pH igual a 12,3 y con calentamiento. Se puede observar
que la morfologia de las particulas es una mistura de cuasi-esféricas, ctbicas y tetraédricas
con una distribucion de tamafios heterogéneos. Las particulas con morfologia tetraédrica son
las mas pequefas con tamafio menor a lum, las particulas cuasi-esféricas, cubicas y algunas
tetraédricas tiene un tamafio promedio de 3um. Se puede observar en las particulas ctbicas
de la micrografia a 30KX que la particula esta constituida de pequefios cristalitos. Ademas se
puede observar que las particulas cubicas migran a cuasi-esferas y luego estas a tetraedros.

N N a0k 3.0um
Figura 8. Micrografias MEB a 5KX, 10KX, 20KX y 30 KX de la muestra de cuprita
sintetizada a pH=12 y con calentamiento.

K20k 30um
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Figura 9. Micrografia MEB a 112.20 KX de la muestra de cuprita sintetizada a pH=12 y
con calentamiento.

N X% 60um N 3% 30um

Figura 10. Micrografias MEB a 5KX, 10KX, 20KX y 30 KX de la muestra de cuprita
sintetizada a pH=12,3 y con calentamiento.
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Analisis de las micrografias MEB de la cuprita sintetizada con glucosa a pH=12,3 y sin
calentamiento

En lafigura 11 se presenta la micrografia MEB a 14.50KX de la muestra de cuprita sintetizada
con glucosa a pH igual a 12,3 y sin calentamiento, es decir sintetizada en frio. Se puede
observar que la morfologia de las particulas es tetraédrica con una distribucion de tamafio
bastante homogéneo.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que se pueden sintetizar cuprita de
diferentes morfologias reduciendo Cu(II) con glucosa a 60°C o en frio y en medio alcalino.
Se encontr6 que la forma de las particulas de Cu,0 cambia con el cambio de concentracion
de NaOH, es decir con la variacion del pH. Las diferentes formas de las particulas de Cu,O
se deben a la absorcion de iones OH- en las particulas de Cu20, que surgen en la variedad del
modo de crecimiento de Cu,O, y que luego influyen en la morfologia final de las particulas
de Cu,0.

< b MY e 10000 Sonel A SEY Date 9 Now 2017
I WO = 80mm Mag = 1450KX Teme 102244

e

Figura 11. Micrografias MEB a 14.50 KX de la muestra de cuprita sintetizada a pH=12,3 y
sin calentamiento.

Analisis de los resultados del ensayo realizado para la determinacién de la Concentracion
Minima Inhibitoria, CIM

En los ensayos de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) se us6 una cepa ATCC 43300
Staphylococcus aureus resistente a metilicina. El medio de cultivo utilizado para el crecimiento
de la cepa como para la realizacion de la CIM fue Muller Hinton, Las particulas de cuprita
fueron disueltas en este medio y la lectura del CIM se realizé por medio de espectofotometria
a una longitud de onda de 600nm. La concentracion inicial de la cepa sigui6 la equivalencia
de 0,5 de Mac Farland.

Ensayo con la muestra de cuprita (glucosa como reductor)

En este ensayo se tomaron las concentraciones de 144, 48, 16, 5,3, 1,7 y 0,56 mg/mL de
la muestra de cuprita. La tabla 1 muestra el volumen en pL usado en la preparacion de las
concentraciones de cuprita. El control negativo corresponde a la concentracion de 16 mg/mL.
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Tabla 1. Volumen en pL usado en la preparacion de las concentraciones de cuprita en el
rango de concentraciones 144-0,56mg/mL

B c c Concentracién de Cobre (mg/mL)

144 48 16 5.3 1.7 0.56
MH 1500 1365 1400 185 995 1265 1355 1385 1395
Cobre 135 1215 405 135 45 15 5
Cepa 100 100 100 100 100 100 100

Los resultados de la absorbancia luego de medir el OD se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados de la absorbancia de la muestra de cuprita

C- C+ 144 mg/mL. 48 mg/mL. 16 mg/mL 53 mg/mL 1.7 mg/mL 0.56 mg/mL

(O] @) (€) @ ®) ©)
1,182 0,65 2,478 2,154 1,025 0,521 0,569 0,554
1,163 0,716 2,318 2,001 1,003 0,524 0,6 0,593
1,082 0,727 2,272 2,021 0,978 0,526 0,654 0,576
1,142 0,698 2,356 2,059 1,002 0,524 0,608 0,574

En las figuras 12 y 13 se muestran la coloracion luego de preparar los viales con la cepa y
las concentraciones de las particulas que se mantienen hasta terminar la MIC. En la figura
12 se observa la coloracion luego de vortexear el medio y en la figura 13 se observa que las
nanoparticulas han sedimentado luego de 20 minutos. Como se observa en el control negativo,
la coloracion afecta el OD. La diferencia entre el control negativo con su contraparte (vial 3 =
16mg/mL) da un OD de 0,304, por lo cual la CIM de la muestra podria ser 16mg/mL.

iis---

&
\'\-—
- .'-'

Figura 13. Imagen que muestra la sedimentacion de las particulas luego de 20 min del vortexeado
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Analisis de los resultados de las pruebas de crecimiento bacteriano.

En la figura 14 se observa en la placa Petri de la parte superior, crecimiento de la cepa control
(Staphylococcus aureus) en medio Manitol salado. En la placa Petri de la parte inferior
izquierda se observa el crecimiento de la cepa donde la concentracion del vial 4 corresponde
a 5,3 mg/mL, mientras que en la placa Petri de la parte inferior derecha no se observa
crecimiento de la cepa a una concentracion de 144mg/mL. Por tanto, la Concentracion
Inhibitoria Minima, CIM corresponde a la concentracion en la cual la placa que no muestra
crecimiento seguida de la placa que si mostro crecimiento y esto seria a una concentracion
de 16mg/mL.

Por tanto, este valor de 16 mg/mL seria la Concentracion Inhibitoria Minima, CIM, de la
cuprita, necesaria para evitar el crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus, lograndose,
finalmente, alcanzar el objetivo final del presente trabajo de investigacion.

Figura 14. Imagen que muestra el crecimiento bacteriano. a) Crecimiento de la bacteria
Staphylococcus aureus sin presencia de cuprita. b) Parcial crecimiento de la bacteria
Staphylococcus aureus en presencia de 5,3mg/mL de cuprita. ¢) Total inhibicion del

crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus en presencia de 16mg/mL de cuprita.

CONCLUSIONES

Lo que se obtiene a partir de la sintesis de sulfato de cobre pentahidratado empleando acido
ascorbico como reductor aun pH igual a 1,66 es 100 % Cu puro, con una morfologia poliédrica
y de tamafio micrométrico, mientras que de la sintesis de sulfato de cobre pentahidratado
empleando glucosa como reductor y a un pH de 12,3 se obtiene 93,5 % de Cu20 y 6,5
% de Cu. Las particulas obtenidas en estas condiciones tienen formas de esferas, cubos y
tetraedros, de tamafio heterogéneo.

Se puede obtener 100 % cuprita modificando la concentracion del NaOH durante la sintesis
que afecta tanto al pH, a la morfologia y al tamafo de las particulas. A pH=12 se consiguen
particulas de morfologia esférica. Ademas es posible obtener 100 % cuprita haciendo la
sintesis sin calentamiento obteniéndose particulas con morfologia tetraédrica.
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En relacion a la actividad antimicrobiana de las particulas de cuprita sintetizadas por ruta
quimica empleando la glucosa como reductor en medio basico, se puede concluir que el
oxido de cobre, cuprita, Cu,O, tiene efecto antimicrobiano sobre la bacteria Staphylococcus
aureus resistente a metilicina y que la Concentracion Inhibitoria Minima, CIM, corresponde
a una concentracion de 16 mg/mL.
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APLICACION DE TECNOLOGIA ANALITICA DE PROCESO
(PAT) PARA CONTROLAR ATRIBUTOS DE CALIDAD CRITICOS
UTILIZANDO LA ESPECTROSCOPIA NIR EN UN PROCESO DE

FABRICACION DE UN POLVO PARA SUSPENSION

Ruben Cueva Mestanza™

RESUMEN

El trabajo define los pasos a seguir para determinar los atributos de calidad criticos en un
proceso de fabricacion de un producto farmacéutico. Analizdndose el impacto y la criticidad
de cada una de las operaciones de fabricacion en la calidad del producto y definiendo los
atributos criticos a controlar. De acuerdo con los resultados obtenidos, se decidi6 aplicar la
espectroscopia NIR como alternativa a los métodos convencionales para controlar, de forma
rapida, los atributos criticos durante el proceso de fabricacion de un polvo para suspension.
El objetivo es construir la calidad del producto final, controlando atributos criticos de calidad
de los productos intermedios en el mismo proceso aplicando la Tecnologia Analitica de
Procesos (PAT).

Palabras clave: control de calidad, atributos criticos de calidad, espectroscopia NIR,
Tecnologia Analitica de Procesos (PAT).

APPLICATION OF PROCESS ANALYTICAL TECHNOLOGY (PAT)
TO CONTROL CRITICAL QUALITY ATTRIBUTES USING NIR
SPECTROSCOPY IN A POWDER MANUFACTURING PROCESS
FOR SUSPENSION

ABSTRACT

In the present work are defined the steps to follow in order to determine the critical quality
attributes in a manufacturing process of a pharmaceutical product. Analyzing the impact and
criticality of each of the manufacturing operations in the quality of the product and defining
the critical attributes to control. According to the results obtained, it was decided to apply
NIR spectroscopy as an alternative to conventional methods to quickly control the critical
attributes during the manufacturing process of a powder for suspension. The objective is to
build the quality of the final product, controlling critical quality attributes of intermediate
products in the same process by applying Process Analytical Technology (PAT).

Key words: Quality control, critical quality attributes, NIR spectroscopy, Process Analytical
Technology (PAT).
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INTRODUCCION

La industria farmacéutica es reconocida como una de las mas exigentes en cuanto al
cumplimiento de estandares de calidad, considerando la criticidad de los productos que
elabora. Sin embargo, a pesar de ello, frecuentemente se reportan eventos que comprometen
la calidad de los medicamentos', los que principalmente se encuentran asociados a la baja
compresion del proceso y a la inadecuada estandarizacion de los procesos que obliga a la
permanente actualizacion de la informacion reportada ante los organismos reguladores
para lograr la autorizacion de comercializacion del producto, lo que se traduce en costosas
inversiones de recursos, tiempo y esfuerzo tanto para las empresas como para los organismos
de control. Por tal razon, durante los ultimos afios se han enfocado los esfuerzos hacia la
blsqueda e implementacion de estrategias basadas en la gestion del conocimiento y en la
gestion del riesgo en calidad, teniendo en cuenta el aporte que significa su implementacion.

Por otro lado, las nuevas normativas incluyen el concepto de Tecnologia Analitica de Procesos
(cGMP for the 21* century publicada por la FDA 2002* y EMA en el 2003*) como un sistema
para el disefio, analisis y control de la produccion farmacéutica a través de medidas de
atributos criticos de calidad. Las medidas realizadas en las materias primas y durante el
proceso o en parametros del proceso con la finalidad de mejorar la calidad del producto
final®. La aplicacion de PAT es una necesidad debido a que las compaiiias farmacéuticas se
enfrentan cada dia a la creciente demanda de una mayor productividad y con menores costos
de fabricacion, ademas de cumplir con las necesidades de la evolucion de los estandares de
calidad, los cuales son cada vez mas altos. El objetivo del PAT es mejorar el conocimiento y la
comprension del proceso para que los procedimientos se puedan realizar de manera diferente
y sobre todo mas eficiente, controlando durante el proceso atributos criticos. La aplicacion de
PAT nos permite (i) reducir el ciclo de produccion a través de prueba de liberacion rapida, (ii)
mejorar consistentemente el proceso, (iii) reducir la pérdida de lotes o su reprocesamiento, a
través de un aumento en el muestreo en tiempo real y promover la liberacion de lotes en tiempo
real. El objetivo de este trabajo es definir los atributos criticos en un proceso de fabricacion
y la aplicacion de la espectroscopia NIR para evaluar la calidad del producto a partir de los
atributos criticos: Secado y molienda (humedad), en la molienda y en la mezcla final (tamafio
de particula medio) y en el mezclado (homogeneidad), atributos que afectan directamente
la calidad del producto final y de este modo alcanzar un mejor conocimiento del proceso y
controlar cualquier desviacion. Este trabajo se divide en dos partes. La primera consiste en
examinar las etapas del proceso de fabricacion y establecer los atributos criticos durante el
proceso de fabricacion de polvo para suspension, la segunda corresponde a la aplicacion de
la espectroscopia NIR para controlar los atributos criticos de calidad: predecir humedad en el
secado y la molienda, determinar el tamafio de particula medio en la molienda y en la mezcla
final, asi como el punto final del mezclado, donde la mezcla se considera homogénea en la
mezcla final en un polvo para suspension. Estas metodologias son desarrolladas con el fin
de ser aplicadas para entender y controlar el proceso. Aplicandose en el control de atributos
criticos durante el proceso de fabricacion de una forma farmacéutica sélida que se presenta
como polvo para suspension.
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiales y métodos

1.- Revision del proceso. El proceso de estudio involucra las etapas de dispensado o pesaje de
las materias primas, molienda 1 (molienda de los componentes de la formula, excepto el principio
activo y las esencias), mezcla, amasado, granulacion, secado (secado con aire y secado con
calor), molienda 2 (molienda de los componentes de la formula, excepto el principio activo y las
esencias) y mezclado 2 (se adiciona el principio activo con las esencias), envasado y etiquetado,
tal cual se muestra en la figura 1

Pesada de materias primas

M

Molienda 1

|
[ |
|
|

Mezcla 1

Adicion de aglutinante en mezcla
agua/ alcohol
Amasado

M

[ Granulacion humeda

L

Secado ( Se seca en dos fases,
secado con aire y secado con calor)

M

[ Molienda 2
Adicion del principio activo y las
esencias

Mezclado 2

L

[ Envasado

L

Envasado

M

[ Etiquetado

P e e

Figura 1. Etapas de la fabricacion del producto polvo para suspension.

Definicion de los atributos de calidad y los atributos criticos de calidad del producto

Teniendo en cuenta que el producto polvo para suspension ya se encuentra en el mercado,
la definicion de los atributos de calidad se realizé considerando la experiencia misma del
laboratorio farmacéutico sobre el producto. Sobre esta base, fue realizado el analisis de cuales
de todos los atributos de calidad revestia particular criticidad, con el objeto de focalizar los
esfuerzos de control de estos para garantizar su estricto cumplimiento. Los atributos criticos
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de calidad permiten focalizar los esfuerzos en el mejoramiento del producto y su proceso
productivo. La tabla 1 muestra los resultados consensuados para evaluar la criticidad de los
atributos criticos definidos a partir de los requerimientos técnicos del producto.

De otro lado, a cada atributo de calidad se le asigné una puntuaciéon de 1, 3 6 9, teniendo
en cuenta el analisis previamente realizado acerca de la importancia de cada uno de ellos y,
fundamentalmente, su incidencia en el desempefio del producto y su aceptabilidad por parte
de los consumidores. Como se observa, los mayores puntajes han sido otorgados al peso,
humedad, potencia y a la uniformidad de contenido.

Tabla 1. Atributos criticos de calidad para el producto polvo para suspension.

pH | Peso Propiedades Volumen de | Potencia Humedad | Uniformidad de
organolépticas entrega contenido

Color ‘ Salor ‘ Olor

Se realiz6 un analisis para identificar las etapas del proceso productivo que resultan criticas
para el cumplimiento de las especificaciones de calidad del producto (tabla 2). De acuerdo
con los resultados obtenidos, se identifican tres etapas del proceso de produccion que resultan
criticas para la calidad del producto: Secado, molienda 2, y mezcla 2 (valores superiores a
150 de ponderacion).

Tabla 1. Matriz de ponderacion de la criticidad de cada una de las etapas del proceso
de fabricacion del producto polvo para suspension, en el cumplimiento de sus
especificaciones.

Proceso Peso del Propiedades Volumen | Potencia | Humedad | Uniformidad | Ponderacion

frasco con organolépticas de de contenido

contenido entrega

Pesada

materias

primas

Molienda 1

Mezcla 1

Amasado

Granulacion

Secado

Molienda 2

Mezcla 2

Envasado
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En estas tres etapas del proceso de fabricacion de polvo para suspension se determina, a partir
de un analisis de riesgo, que los errores en los procesos afectan directamente la humedad,
el tamafio de particula y la homogeneidad (atributos criticos de calidad en los productos
intermedios). Por tal razon, se seleccionaron estos atributos para ser analizados y controlados
por una técnica rapida, como la espectroscopia NIR, durante el proceso de fabricacion de
polvo para suspension.

Hardware y Software. Los espectros de reflectancia fueron adquiridos con un
espectrofotometro Analizador NIR de mano PHazir TM. (Polychromix, inc) controlado a
través del PolychromixPhazirTM MG; cada espectro fue el resultado de 5 scans. Los espectros
se registraron en un rango de longitudes de onda de 1600-2400 nm con una resolucion de
12 nm. El software Unscrambler V. 9.8 de CamoProcess (Trondheim, Norway) fue utilizado
para el tratamiento matematico.

Registro de los espectros. Los espectros se registraron a través de la bolsa de plastico donde
se recogio la muestra del proceso de mezclado, molienda y secado, en el un rango de 1600-
2400 nm, usando como referencia una placa de ceramica presente en la tapa de referencia
del equipo.

Pre-tratamientos de los espectros NIR. Con el objetivo de reducir la variabilidad asociada
a las caracteristicas fisicas y/o ruido de los espectros obtenidos de la fase de mezclado y
secado, los espectros fueron sometidos a diferentes pre-tratamientos espectrales, como:
Estandar Normal Variate (SNV), 1%y 2% derivada utilizando en estas Gltimas el algoritmo de
SavitzkyGolay con una ventana movil de tres puntos y ajustados a un polinomio de 2% grado.

Aplicacién de la espectroscopia NIR para el control de atributos criticos de calidad

a) Determinacion de la humedad

Método de referencia. El método de referencia es el analisis por pérdida por secado en un
analizador de Humedad Mettler Toledo Modelo HB43-S, se pes6 alrededor de un gramo de
muestra a una temperatura de 60° C.

Método NIR

Muestras para crear el método para cuantificar la humedad

La ecuacion de calibracion PLS1 para cuantificar la humedad se establecié con muestras de
produccion (muestras de produccion recogidas durante el proceso de secado). Se comprobd
la humedad por el método tradicional/referencia (balanza de humedad). El conjunto de
muestras se dividié en dos grupos. El primer grupo, conjunto de calibracion, se empleo para
construir el modelo de calibracion. El segundo grupo, conjunto de validacion, se utilizo para
validar la ecuacion de calibracion PLS1 y determinar su capacidad predictiva.

Modelo PLS

El rango espectral empleado para construir el modelo de cuantificacion seleccionado es entre
1869-1985 nm, ya que en este rango tiene mayor absorbancia el agua (figura 3).
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El pre-tratamiento matematico de los espectros seleccionados permite la correccion de la
derivada de la linea base como consecuencia de la variabilidad habitual en las propiedades
fisicas de las diferentes muestras. El espectro NIR depende tanto de las propiedades quimicas
de la muestra como de algunas de sus propiedades fisicas como son la forma, el tamaiio de
particula o el grado de compactacion de la muestra. El conjunto de muestras de calibracion
debe recoger todas las fuentes de variabilidad posibles, por ello son necesarias muestras de
produccion para incorporar al modelo la variabilidad debida al proceso de fabricacion. Las
muestras fueron recogidas durante el proceso de fabricacion. El modelo ha sido validado, en
primer lugar, internamente para asegurar su consistencia, usando espectros de muestras de
produccion. En este paso, se verifican y definen las longitudes de onda a emplear, el nimero
de componentes PLS necesarios y otros parametros del modelo PLS1. En segundo lugar,
se ha efectuado la validacion externa del modelo PLS1 empleando muestras de produccion
diferentes a las muestras empleadas para la validacion interna.
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Figura 2. Espectros de muestras con distinto porcentaje de humedad.

El criterio para establecer el numero de factores es seleccionar aquel que proporcione un
menor error en prediccion: RMSE (Root Mean Square Error) ha sido utilizado para evaluar
los errores de calibracion y prediccion, definidos como RMSEC y RMSEP, respectivamente,
seleccionando el numero de factores en funcion del error de prediccion.

n es el nimero de muestras, YiNIR corresponde a los valores predichos por el modelo y
YiREF los valores de referencia. EI RMSE puede ser considerado como el error medio
obtenido en el proceso de modelado y esta expresado en las mismas unidades que los datos
de referencia.
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La tabla 3 muestra los parametros mas significativos del modelo PLS construido. Aunque el
primer factor PLS describe un 98,1 % de la varianza total, fue necesario tres factores (98,5 %) para
ajustar correctamente el modelo y conseguir una buena capacidad predictiva. Los parametros
mas relevantes del modelo se recogen en la tabla 3.

Tabla 3. Parametros relevantes de los modelos de calibracion construidos para la
determinacion de la humedad en polvo para suspension.

Humedad
Calibracion Prediccion
Muestras Produccion Produccion
Pre-tratamiento SNV SNV
Rango (nm) 1869-1985
Rango de humedad % 5.4-0.16 0.17-2.3
Factores 3
Varianza explicada Y (%) 98.5
N° muestras 23 35
RMSEC/P (%) 0.21 1.37

b) Determinacion del tamafio de particula medio

Método de referencia

Se determind el tamafio de particula medio de los granulados de produccion, tomando una
muestra de alrededor de 20 g de cada granulado y tamizandolo en cuatro fracciones de
diferentes tamafios de particula. Se seleccionaron tres tamices de 425, 250, 180 um, ademas
se recogio la fraccion de granulado < 180 pm que atraves6 todos los tamices. Cada una de
las fracciones se pesd en una balanza analitica, obteniéndose asi el porcentaje de muestra en
cada tamiz. Los datos fueron utilizados para obtener el tamafio de particula medio seglin la
formula siguiente [17].

Peso de la fraccién Xn® tamaio de la particula de la fracciéon

Tamaiio de particula medio =
Peso total

Método NIR

Muestras para crear el método para cuantificar el tamaiio de particula medio

La ecuacion de calibracion PLS1, para cuantificar el tamafio de particula medio, se establece
con muestras de produccion (muestras de produccion recogidas después de la molienda).
Se comprobo el tamafio de particula medio por el método tradicional/referencia (tamizado).

El conjunto de muestras fueron divididos en dos grupos. El primer grupo, conjunto de
calibracién, fue empleado para construir el modelo de calibracion. El segundo grupo,
conjunto de validacion, se utilizo para validar la ecuacion de calibracion PLS1 y determinar
su capacidad predictiva.
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Modelo PLS
El rango espectral empleado, para construir el modelo de cuantificacion, se ha seleccionado
entre 1595-1877, 1993-2284 nm, ya que en este rango el agua no influye en el espectro.

El espectro NIR depende tanto de las propiedades quimicas de la muestra como de algunas de
sus propiedades fisicas, como son la forma, el tamafo de particula o el grado de compactacion
de la muestra. El conjunto de muestras de calibracion debe recoger todas las fuentes de
variabilidad posibles, por ello son necesarias muestras de produccion para incorporar al
modelo la variabilidad debido al proceso de fabricacion. Las muestras fueron recogidas
durante el proceso de molienda 2 y mezcla 2.

El modelo ha sido validado, en primer lugar, internamente para asegurar su consistencia,
usando espectros de muestras de produccion. En este paso, se verifican y definen las longitudes
de onda a emplear, el nimero de componentes PLS necesarios y otros parametros del modelo
PLS1. En segundo lugar, se efectud la validacion externa del modelo PLS1 empleando
granulos de la etapa de molienda 2 y mezcla 2 del producto polvo para suspension.

El criterio para establecer el nimero de factores fue el mismo que se utiliz6 en el método para
determinar la humedad.

La tabla 4 muestra los parametros mas significativos del modelo PLS construido. Fueron
necesarios cinco factores (90,2 %) para ajustar correctamente el modelo y conseguir una
buena capacidad predictiva. Los parametros mas relevantes del modelo se recogen en la tabla
4.

Tabla 4. Parametros relevantes de los modelos de calibracion construidos para la
determinacion del tamafio de particula medio de polvo para suspension.

Humedad
Calibracion Prediccion
Muestras Produccion Produccion
Pre-tratamiento SNV SNV
Rango (nm) 1869-1985
Rango de humedad % 5.4-0.16 0.17-2.3
Factores 3
Varianza explicada Y (%) 98.5
N° muestras 23 35
RMSEC/P (%) 0.21 1.37
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Toma de muestra. Se tomaron cuatro muestras a diferentes tiempos durante el proceso de
mezclado con intervalo de 10 minutos, a los 10, 20 y 30 minutos, del inicio, a la mitad y al
final de la descarga del mezclador en V. La figura 5 muestra los puntos donde se ha hecho el
muestreo en el mezclador en V.

Método NIR

Desviacion estandar de espectros. Consiste en el calculo de la desviacion estandar de la
absorbancia, DS, a cada longitud de onda de los espectros obtenidos a un determinado tiempo
en el proceso de mezclado (Ec. 1), donde n es el nimero de espectros (n=4), A es el promedio
de la absorbancia a cada longitud de onda de n espectros consecutivos y Aj es la absorbancia
a cada longitud de onda de cada espectro j.

DS = i (A - Aj)? _—
B e T

Después se calculo el promedio de DS para todas las longitudes de onda, segun (Ec. 2), donde
m es el nimero de longitudes de onda i.

>'s
X = i=!
m (Ec. 2)
RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Determinacién de la humedad. Se analizaron muestras después del secado, por el
método NIR y por el método de referencia (balanza de humedad). Las muestras analizadas
corresponden a 9 lotes. Por cada lote se tomaron cuatro muestras correspondientes a las
cuatro fracciones en las que se dividio el lote para la etapa de secado. La aplicacion de
una prueba t (paired test significance) al 95 % de confianza, sobre las diferencias entre los
espectros NIR y los valores de referencia reveld que los resultados de los dos métodos no
muestran diferencias significativas entre ellos.

Al no presentar diferencias entre el método NIR y el de referencia se decidié aplicar el
método NIR para determinar la humedad en muestras correspondientes a tres etapas criticas,
donde la humedad es un atributo critico, las etapas son: molienda 1, secado y molienda 2
(4 muestras por etapa). La figura 4 muestra los resultados obtenidos por el método NIR
para cada una de las etapas. Observandose en la etapa de molienda 1 (etapa después de la
adicion del aglutinate) la humedad se encuentra entre 4 y 6 %. Determinar la humedad en
esta etapa nos permite controlar nuestro proceso, ya que valores superiores indicarian que se
ha adicionado demasiado diluyente o aglutinante y valores inferiores nos puede indicar lo
contrario. La etapa del secado se dividi6 en dos, una con aire para eliminar el alcohol y otra
con calor para eliminar el agua. Se observa que en el secado con aire los valores tienen mayor
desviacion que en el secado con calor, donde todas las muestras tienen valores inferiores a
0,5 % de humedad. Por otro lado, en la etapa de molienda 2, existe un ligero incremento de
la humedad de las muestras. Esta observacion de incremento de humedad en la molienda
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2, nos puede orientar a pensar que el producto capta humedad en el proceso. Por lo cual es
importante el correcto almacenamiento de producto para evitar un aumento en el porcentaje
de humedad, el cual puede afectar las caracteristicas del producto final.

=4=m 1 NIR
5 «=m2NIR
m3 NIR
4 «>é=m4 NIR
‘éﬁ
e3
m
R
2
1
0 &
Molienda 1 Secado aire Secado 50°C Molienda 2

Etapas del proceso de fabricacion

Figura 3. Evolucion de los valores del contenido de humedad en tres etapas del proceso de
fabricacion de polvo para suspension.

El método NIR, para determinar la humedad, se aplic6 en la monitorizacién de 9 lotes, por
cada lote se tomaron 4 muestras correspondientes a las cuatro fracciones en las que se dividié
el lote para secarlo en el secador de lecho fluido. La figura 5 muestra los resultados obtenido
por el método NIR para determinar la humedad. Probandose la aplicabilidad de este método
para la monitorizacion de la humedad en procesos. Los resultados para los 9 lotes muestran
que la etapa de secado estd bajo control con resultados inferiores al limite (2 % de humedad
establecido para este producto).
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Figura 4. Evolucion de los valores del contenido de humedad en la etapa de secado de 9
lotes consecutivos en un polvo para suspension (2 % de humedad maximo aceptable para
el producto segun las especificaciones).
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2.- Determinacion del tamafio de particula medio. Se analizaron muestras después de la
molienda 2 y de la mezcla 2 por el método NIR y por el método de referencia (tamizado)
estas muestras corresponden a 2 lotes, por cada lote se tomaron 4 muestras. La aplicacion
de una prueba t (paired test significance) al 95 % de confianza, sobre las diferencias entre los
espectros NIR y los valores de referencia revelaron que los resultados de los dos métodos
no muestran diferencias significativas entre ellos. El modelo construido se ha utilizado en la
prediccion del tamaiio de particula medio de 9 lotes en la etapa de la molienda 2, por cada
lote se tomaron tres muestras correspondientes, al inicio, medio y final de la molienda: se ha
obtenido una media de 214 pm.

La figura 6 muestra el grafico de control de los tamafios de particula medio predichos, donde
observamos las fluctuaciones de tamafio de particula medio de las muestras. Los valores se
distribuyen aleatoriamente alrededor de un valor central (el promedio de los datos) y ninguno
de los valores tiene un tamaifio de particula medio fuera del limite definido por el valor medio
+ 2DS (DS = desviacion estandar).

El diagrama de control de los valores individuales es efectivo para controlar desviaciones y
tendencias a partir de valores individuales y se puede deducir que el proceso de molienda 2
esta bajo control.
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Figura 5. Grafico de control de tamafio de particula medio para muestras de la etapa de
molienda 2 de polvo para suspension.

3.- Método cualitativo para determinar el punto final en el mezclado

Determinacion del pre-tratamiento. Para determinar los pre-tratamientos mas idoneos se
aplicaron varios tratamientos a cada uno de los espectros obtenidos con el espectrofotometro
NIR del proceso de mezclado, obteniéndose que el pre-tratamiento que reduce mads la
variabilidad fisica de la muestra y la producida por el sistema de registro, asi como el ruido
instrumental, fue Estandar Normal Variate (SNV).
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Determinacion cualitativa de la homogeneidad de la mezcla. Previo a la aplicacion de la
metodologia de desviacion estandar de los espectros para la determinacion cualitativa de la
homogeneidad, se ha comprobado experimentalmente la desviacion estandar de una mezcla
que se considera homogénea, donde las variaciones son debidas a las variaciones producidas
por el registro de los espectro y por el equipo NIR, registrando los espectros de una muestra
representativa de la mezcla (mezcla de la parte inicial, media y final de la descarga) que ha
sido homogenizada manualmente. Se registro cuatro veces, colocando la bolsa de plastico en
diferentes posiciones cada vez, obteniéndose un valor de desviacion estandar de 0,040 para
los espectros obtenidos. Este valor se toma como valor objetivo para determinar cuando la
mezcla es homogénea. La figura 7 muestra la representacion grafica de desviacion estandar
frente al tiempo de muestreo, nos permite determinar a qué tiempo se considera la mezcla
homogénea, considerandose que a los 10 minutos la mezcla no ha logrado la homogeneidad,
debido a que la desviacion estandar de los espectros es superior de lo que se espera para una
mezcla homogénea; por otro lado, la mezcla a los 20, 30 minutos y en la descarga se pueden
considerar homogéneas ya que sus valores estan por debajo del valor objetivo (muestras en
las que las diferencias de sus valores solo se deben al registros de los espectros).
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Punto final del mezclado
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0.04
0.03 l ®
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D.S de espectros
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10 min 20 min 30 min Descarga

Tiempo de muestreo

Figura 6. Aplicacion de la metodologia de la desviacion estandar de los espectros a un
proceso de mezclado de polvo para suspension.
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CONCLUSIONES

A raiz de un estudio de analisis de riesgo se ha determinado los atributos que se tienen
que controlar en la fabricacion, los cuales son la humedad, el tamafio de particula y la
homogeneidad, para obtener un producto de calidad. Para poder controlar estos atributos
criticos en el proceso, se ha aplicado NIR en el contexto de PAT. Desarrollandose nuevas
metodologias para el seguimiento y control espectroscopico de un proceso de fabricacion, los
espectros obtenidos han permitido realizar un estudio cuantitativo de la humedad. El modelo
de calibracion PLS construido permite realizar la determinacion correcta del contenido de
humedad en el proceso de fabricacion de polvo para suspension. Se recomienda aplicar esta
metodologia en los procesos en que la humedad sea un factor critico: productos higroscdpicos,
con principios activos inestables o que la humedad afecte la fluidez del granulado o la
compactacion. El modelo NIR aplicado permite determinar el tamafio de particula medio en
el proceso, el cual es un atributo critico en el proceso de granulacion, ya que de él depende
la buena fluidez del polvo.

Este estudio demuestra la aplicacion efectiva de NIRS para la determinacion de la
homogeneidad durante el proceso de mezclado, determinandose el tiempo final del mezclado
a los 20 minutos. Se recomienda aplicar este método en farmacos, donde el mezclado es
critico en el proceso, por ejemplo, baja concentracion del principio activo, componentes que
se adhieren a las paredes, mezclas susceptible a desmezclado o segregacion etc.

La espectroscopia NIR es una herramienta ttil para determinar atributos criticos en el proceso
de una forma farmacéutica.
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EVALUACION DE DOS ATRIBUTOS DE CALIDAD CRITICOS EN
LA PRODUCCION DE FORMAS FARMACEUTICAS SOLIDAS
UTILIZANDO LA ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO
CERCANO

Ruben Cueva Mestanza™

RESUMEN

La determinacién mediante espectroscopia de infrarrojo cercano de atributos criticos de
calidad, de interés en la fabricacion industrial de solidos farmacéuticos, es estudiada con el
objetivo de aplicar esta nueva metodologia mas rapida y eficazmente como una alternativa
a los métodos convencionales. Se estudia el proceso de mezclado de los componentes de
una formula efervescente con el fin de determinar el tiempo final del mezclado de una
forma rapida y confiable, asi como la humedad en los granulados intermedios de tabletas
masticables. El objetivo es construir la calidad del producto final, controlando atributos
criticos de calidad de los productos intermedios en el mismo proceso aplicando la Tecnologia
Analitica de Procesos (PAT).

Palabras claves: espectroscopia de infrarrojo cercano, atributos criticos, comprimidos
farmacéuticos, Tecnologia Analitica de Procesos (PAT).

EVALUATION OF TWO CRITICAL QUALITY ATTRIBUTES IN
THE PRODUCTION OF SOLID DOSAGE FORMS USING NEAR
INFRARED SPECTROSCOPY

ABSTRACT

The determination by means of near infrared spectroscopy of critical quality attributes, of
interest for the industrial manufacture of pharmaceutical solids, is studied here in order to
apply this new methodology more quickly and efficiently as an alternative to conventional
methods. The mixing process of the components of an effervescent formula is studied in
order to determine the final mixing time in a fast and reliable way, as well as the humidity
in intermediate granules of chewable tablets. The objective is to build the quality of the
final product, controlling critical quality attributes of intermediate products during the same
process by applying Process Analytical Technology (PAT).

Key words: near infrared spectroscopy, critical attributes, pharmaceutical solids, Process
Analytical Technology (PAT).
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INTRODUCCION

Las formas de dosificacion soélidas son las formulaciones farmacéuticas mayormente
prescritas. Estas consisten en una mezcla homogénea de ingredientes que proveen las
caracteristicas deseadas a la forma farmacéutica solida. La mezcla es una etapa crucial en el
proceso de fabricacion de medicamentos en forma solida. La mezcla es también un proceso
complejo e influenciado por muchas variables. Por ejemplo, las caracteristicas de los solidos
o del recipiente donde se ha de colocar la mezcla y las condiciones de funcionamiento del
mezclador'?. La uniformidad de la dosificacién de las formas farmacéuticas se controla
normalmente con la toma de muestras en diferentes etapas del mezclado. El principio activo
contenido de estas muestras se determina por métodos laboriosos y costosos. De hecho, la
mayor parte del tiempo que se consume en el proceso de mezcla no es la operacion de mezcla
en si, sino los analisis para confirmar el punto final de la mezcla. Por lo tanto, la espectroscopia
de infrarrojo cercano (NIRS) se presenta como una alternativa a los métodos anteriores debido
a que no requieren ninglin tratamiento previo y la informacion se puede obtener durante el
proceso. A diferencia de los métodos convencionales de analisis, la espectroscopia NIR es
rapida, no invasiva y proporciona informacion acerca de las propiedades fisicas y quimicas
de la muestra’.

Otra etapa critica es el proceso de granulacion, el cual es utilizado para el incremento del
tamafio de particula que permite obtener una alimentacion uniforme de las maquinas de
compresion y un llenado reproducible de la matriz de los comprimidos, lo que se traduce en
una compactacion uniforme de las particulas, asegurando asi la uniformidad del peso de los
comprimidos y unas propiedades fisico-mecanicas constantes (dureza, friabilidad, etc.). Las
caracteristicas que afectan a la fluidez de un polvo o granulado son: el tamafo de particula
medio, la distribucion del tamafio de particula, la forma de las particulas, la rugosidad de
la superficie y el contenido de humedad. La humedad de una muestra influye notablemente
en la fluidez de los polvos de la misma forma que en el proceso de compactacion. El agua
tiende a formar aglomerados no fluentes y si es excesiva se tiende a pegar en las paredes y
reducir la fluidez del granulado. En la compactacion, las tabletas con porcentajes de humedad
altos tenderan a adherirse a la matriz, forzando la eyeccion, produciendo tabletas rotas y/o
laminadas. Por otro lado, si se tiene granulados demasiado secos, esto afectara tanto al
aspecto de la tableta y a la disolucion de esta®*,

Los métodos para determinar el punto final en el mezclado y humedad puede afectar el tiempo
de produccion al detener el proceso productivo por el traslado de la muestra y la obtencion de
resultados. Por tal motivo, métodos rapidos en el mismo proceso reduciran el ciclo productivo
del proceso, aumentando la productividad y a su vez asegurando la calidad de producto. El
objetivo general de este trabajo es investigar la aplicacion de la espectroscopia NIR para
evaluar la calidad del producto a partir de dos atributos criticos de calidad en dos etapas:
el mezclado (homogeneidad) y la granulacion (humedad), que tienen un gran impacto en el
producto final y de este modo alcanzar un mejor conocimiento del proceso y de los puntos
criticos que pueden afectarlos. Este estudio se divide en dos partes. La primera examina la
aplicacion de la espectroscopia NIR para determinar el punto final del mezclado, donde la
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mezcla se considera homogénea en un polvo efervescente, y la segunda examina el uso de
la espectroscopia NIR para predecir humedad en los granulados. Estas metodologias son
desarrolladas con el fin de ser aplicadas para entender y controlar el proceso de mezclado y
granulacion de formas farmacéuticas solidas sin afectar los tiempos de fabricacion.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y métodos

Proceso de mezclado y toma de muestra. El proceso de mezclado de los componentes
del polvo efervescente se realiza en un mezclador en V con un tiempo de mezclado de 30
minutos. Se tomaron seis muestras a diferentes tiempos durante el proceso, a los 10, 20 y 30
minutos (figura 1) y al inicio, mitad y al final de la descarga del mezclador.

(A)

Figura 1. (A) Muestreador utilizado para la toma de muestras (B) Mezclador en V donde
se remarca los seis puntos para el muestreo durante el mezclado.

Proceso de secado y toma de muestra. El secado de los granulados intermedio de las

tabletas masticables se ha realizado en un secador de lecho fluido. A continuacion se muestra

las etapas del proceso y las muestras que se toman en cada una de ellas:

- Granulacion humeda (se toma muestras de los granulados htimedos antes del proceso de
secado)

- Secado (se toma muestra a los 15, 30, 45 minutos y al final del secado)

- Granulacion seca (se tomaron muestras de los granulados obtenidos a partir de la
molienda y tamizado por malla de 300 um de didmetro de poro, de los granulados
obtenidos en la fase de secado)
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Hardware y software. Los espectros de reflectancia fueron adquiridos con un
espectrofotometro NIR con analizador de mano PHazir TM. (Polychromix, Inc.) controlado
a través del software Polychromix Phazir TM MG; cada espectro fue el resultado de 5 scans.
En la figura 2 se muestra el equipo utilizado. Los espectros se registraron en un rango de
longitudes de onda de 1600-2400 nm con una resolucion de 12 nm. El software Unscrambler
V. 9.8 de Camo Process (Trondheim, Noruega) fue utilizado para el tratamiento matematico.

Figura 2. Analizador NIR de mano PHazir TM (foto)

Registro de los espectros. Los espectros se registraron a través de la bolsa de plastico donde
se recogieron las muestras del proceso de mezclado y secado, en el un rango de 1600-2400
nm, usando como referencia una placa de ceramica presente en la tapa de referencia del
equipo.

Pre-tratamientos de los espectros NIR. Con el objetivo de reducir la variabilidad asociada
a las caracteristicas fisicas o ruido de los espectros obtenidos de la fase de mezclado y
secado, los espectros fueron sometidos a diferentes pre-tratamientos espectrales, como son:
Estandar Normal Variate (SNV), lera y 2da derivada utilizando en estas tltimas el algoritmo
de Savitzky-Golay con una ventana movil de tres puntos y ajustados a un polinomio de 2%
grado.

Metodologia cualitativa para determinar la homogeneidad

- Desviacion estandar de espectros. Consiste en el calculo de la desviacion estandar de
la absorbancia, DS, a cada longitud de onda de los espectros obtenidos a un determinado
tiempo en el proceso de mezclado (Ec. 1). Donde n es el niimero de espectros (n=6), A es el
promedio de las absorbancia a cada longitud de onda de n espectros consecutivos y Aj es la
absorbancia a cada longitud de onda de cada espectro j.

n _ 2
3(a-a)
S.D. =\ .

n-1 (Ec. 1)

Después se calcula el promedio de S.D. para todas las longitudes de onda, , segun (Ec. 2).
Donde m es el nimero de longitudes de onda i.
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NgE

S
X="L— (Ec.2)
m

Metodologia cuantitativa para determinar humedad en el secado

1.-Método de referencia

El método de referencia es el analisis por pérdida por secado en un analizador de Humedad
Mettler Toledo Modelo HB43-S.

2.-Muestras para crear el método para cuantificar la humedad

La ecuacion de calibracion PLS1, para cuantificar la humedad, se establece con muestras de
produccion y muestras de laboratorio (muestras de produccion a la cuales se las ha adicionado
agua para incrementar su porcentaje de humedad).

Las muestras de laboratorio se prepararon adicionandole agua a granulados de produccion
con alrededor 2 % de humedad para obtener muestras con aproximadamente 10, 8, 5y 3
% de humedad. Se comprobo la humedad por el método tradicional/referencia (balanza de
humedad)®.

El conjunto de muestras (muestras de laboratorio y muestras de produccion) se dividen en
dos grupos. El primer grupo, conjunto de calibracion, se emplea para construir el modelo de
calibracion. El segundo grupo, conjunto de validacion, se utiliza para validar la ecuacion de
calibracion PLS1 y determinar su capacidad predictiva.

3.- Modelo PLS

El rango espectral empleado para construir el modelo PLS1, para la cuantificacion de
humedad en granulados de una formula para tabletas masticables, fue entre 1844-2009 nm,
ya que en este rango tiene mayor absorbancia el agua (figura 3).

El pre-tratamiento matematico de los espectros seleccionados permite la correccion de la
derivada de la linea base como consecuencia de la variabilidad habitual en las propiedades
fisicas de las diferentes muestras, ya que el espectro NIR depende tanto de las propiedades
quimicas de la muestra como de algunas de sus propiedades fisicas, como son la forma,
el tamafio de particula o densidad del polvo. El conjunto de muestras de calibracion debe
recoger todas las fuentes de variabilidad posibles, por ello es necesario incorporar muestras
de laboratorio y granulados de produccion para incorporar al modelo la variabilidad debida
al proceso de fabricacion. El modelo ha sido validado para asegurar su consistencia, usando
espectros de muestras de laboratorio y muestras de produccion ajenas a las utilizadas para
crear el modelo. En este paso se verifican y definen las longitudes de onda a emplear, el
nimero de componentes PLS necesarios y la semejanza de los resultados con los resultados
obtenidos por el método de referencia y otros parametros del modelo PLSI.
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Figura 3. Espectros de muestras con distinto porcentaje de humedad.

El nimero de factores para el modelo se selecciond a partir del error estandar relativo
(Relative Standard Error, RSE) seleccionando el modelo con menor valor de RSE para el
conjunto de prediccion.

i(YiNIR _YiREF)Z _

i=1 N
= 2
REF
27,

i=l (Ec.3)

RSE =

La tabla 1 muestra los parametros mas significativos del modelo PLS construido. Aunque el
primer factor PLS describe un 97 % de la varianza total, fue necesario dos factores (99%)
para ajustar correctamente el modelo y conseguir una buena capacidad predictiva.
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Tabla 1. Parametros relevantes de los modelos de calibracion construidos para la
determinacion de la humedad en granulados intermedios para ttabletas masticables.

Humedad
Muestras Calibracion Prediccion
Pre-tratamiento Laboratorio + Produccion  Laboratorio + Produccion
Rango (nm) 1844 — 2009
Rango de humedad 16.8-0.7 % 16.5-0.8 %
Factores 2 -
Varianza explicada Y (%) 99.0 -
N° muestras 19 33
RSEC/P 0.44 1.18

RESULTADOS Y DISCUSION
Método cualitativo para determinar el punto final en el mezclado

1.- Determinacion del pre-tratamiento

Para determinar los pre-tratamientos mas idoneos se aplicaron varios tratamientos a cada
uno de los espectros obtenidos con el espectrofotdometro NIR del proceso de mezclado,
obteniéndose que el pre-tratamiento que reduce mas la variabilidad fisica de la muestra y la
producida por el sistema de registro, asi como el ruido instrumental, fue el de la 2% derivada.

2.- Determinacion cualitativa de l1a homogeneidad de la mezcla

Previo a la aplicacion de la metodologia de desviacion estandar de los espectros para la
determinacion cualitativa de la homogeneidad, se ha comprobado experimentalmente la
desviacion estandar (DS) de una mezcla que se considera homogénea, donde las variaciones
se deben a las variaciones producidas por el registro de los espectros y por el equipo NIR,
registrando los espectros de una muestra representativa de la mezcla (mezcla de la parte
inicial, media y final de la descarga) la cual ha sido homogenizada manualmente. Se registrd
seis veces colocando la bolsa de plastico que contiene la mezcla en diferentes posiciones
cada vez que se registraba el espectro de la mezcla, obteniéndose un valor de desviacion
estandar de 0,0012 para los espectros obtenidos. Este valor se toma como valor objetivo
para determinar cuando la mezcla es homogénea. La representacion grafica de desviacion
estandar versus tiempo de muestreo nos permite determinar a qué tiempo se considera la
mezcla homogénea, observandose que a los 10 y 20 minutos la mezcla no ha logrado la
homogeneidad debido a que la desviacion de los espectros es superior de lo que se espera
para una mezcla homogénea. Por otro lado, la mezcla a los 30 minutos y en la etapa de la
descarga si se puede considerar homogénea ya que sus valores de DS se encuentran por

debajo del valor objetivo.
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Figura 4. Aplicacion de la metodologia de 1a DS en espectro a un proceso de mezclado.

Determinacion de la humedad en el proceso de secado

Los resultados que se presentan corresponden al estudio de secado de granulado intermedio
de tabletas masticables. La figura 5 muestra los espectros recogidos durante el proceso de
secado, donde se observa la variacion en las bandas de absorcion durante las etapas del
proceso de secado. Se destaca la mayor altura de la banda en la region alrededor de 1950
nm., debido al alto porcentaje de agua antes del secado (granulado hiimedo) y su posterior
disminucion durante el secado del granulado. La importante sefial de absorcion en la region
de las longitudes entre 2250-3260 nm. es debido, principalmente, a la absorcion del plastico
de la bolsa de muestreo.

3

25
Granulado humedo

2

15
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0.5
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Figura 5. Espectros NIR en un proceso de secado (Pre-tratamiento SNV)
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Un PCA de la matriz de los espectros de un proceso de secado en modo SVN muestra que los
dos primeros factores PC recogen el 99 % de la varianza de todo el proceso.

2.E+00
@ Granulacion hiumeda
2.E+00 ® M Secado 15 min
.‘ A Secado 30 min
X Secado 45 min
()
1.E+00 ® X Secado Final
X ° ® Granulacidn seca
<
~ 5.E-01 ®
o
a * P
0.E+00 [ Q
glie o om
-5.E-01 X
-1.E+00
-3 -2 -1 0 1 2 3 4

PC1(95 %)

Figura 6. Grafico de dispersion de una PCA de los espectros de un proceso de secado en
modo SNV. Los scores estan representados en funcion de la etapa correspondiente.

En la figura 6 se ha representado el grafico de dispersion de los scores PC1 vs PC2 de un
proceso en el que se muestra los scores en funcion de la etapa de proceso. En la parte inferior
derecha de esta figura aparecen los scores que corresponden a la etapa de granulacion himeda
que estan agrupados sin mostrar ninguna evolucion. Por otro lado, los scores de las muestras
recogidas a los minutos 15 y 30 del secado se presentan dispersos en el eje del PC1. Esto
puede deberse a que el secado no es uniforme. Sin embargo, a los 45 minutos y al final del
secado se encuentran agrupadas, ya que en estos puntos del secado la humedad es semejante
entre las muestras.

En las muestras de la granulacion humeda y secados se observa un desplazamiento en el PC1.
Este desplazamiento esta relacionado con el porcentaje de humedad de la muestra, ya que es la
unica variable que afecta el proceso. Mientras que en los scores, las muestras de granulacion
seca tienen un desplazamiento el PC2. Estas muestras se diferencian de las anteriores en el
tamafio de particula, ya que se han tamizado con un tamiz de 300 pm de diametros de poro.
Por lo tanto, se puede decir que la variable relacionada con el PC2 es el tamafio de particula.
En el grafico se pueden distinguir las tres etapas del proceso: granulaciéon humeda, secado y
granulacion seca.

2.-Informacion cuantitativa

Seguimiento de la evolucion de la humedad

En el estudio cualitativo se demostré la asociacion entre el PC1 y el contenido de humedad
de la muestra, y se decidi6 la construccion de un modelo PLS1 para cuantificar el contenido
de humedad durante el proceso.
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Figura 7. Evolucion de los valores del contenido de humedad en un proceso.
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Figura 8. Evolucion de los valores del contenido de humedad en un proceso de secado
(Método NIR)

La figura 7 muestra la prediccion de la evolucion del contenido en humedad calculada, con el
modelo desarrollado aplicado a un proceso, asi como los valores de referencia obtenidos por
el método de referencia, como puede apreciarse los resultados obtenidos por los dos métodos
son muy semejantes. La figura 8 muestra los resultados obtenidos por el método NIR para
las muestras de cada una de las etapas. Las muestras del granulado humedo se encuentran
entre 14 y 17 % de humedad. Por otro lado, se puede observar que a los 15 y 30 minutos del
secado se produce la mayor reduccién de la humedad, ademas que los valores de humedad
obtenidos en este punto del secado varian, mostrando que el secado no es uniforme. Por otro
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lado, a partir de los 45 minutos la mezcla tiene porcentajes menores a 3 %. Sin embargo,
se tiene que seguir secando para obtener valores con una desviacion reducida y disminuir la
humedad del granulado.

CONCLUSIONES

Este estudio demuestra la aplicacion efectiva de NIRS para la determinacion de la
homogeneidad durante el proceso de mezclado, determinandose el tiempo final del mezclado
alos 30 minutos. Se recomienda aplicar este método en farmacos donde el mezclado es critico
en procesos donde, por ejemplo, hay baja concentracion del principio activo, los componentes
se adhieren a las paredes, o donde las mezclas son susceptibles a su segregacion, etc.

Se ha desarrollado una nueva metodologia para el seguimiento espectroscopico de un proceso
de secado de un granulado en una granuladora de lecho fluido. Los espectros obtenidos han
permitido realizar un estudio tanto cualitativo como cuantitativo de la humedad en la fase de
secado.

Un andlisis multivariante de los espectros NIR mediante un andlisis por componentes
principales, permite diferenciar las tres etapas del proceso de secado. Los dos primeros
componentes principales recogen casi toda la variabilidad de las muestras del proceso y se
han identificado las tres etapas del proceso mediante el grafico de score vs muestras. La
interpretacion de los loading espectrales permite asociar las fuentes de variabilidad: el primer
componente principal explica la variacion del contenido de agua, mientras que el segundo
componente principal explica la evolucion del tamafio de particula a lo largo del proceso.

El modelo de calibraciéon PLS construido permite realizar la determinacion correcta del
contenido de humedad.

Se recomienda aplicar esta metodologia en casos en que la humedad sea un factor critico
en el proceso, por presencia de productos higroscopicos, por principios activos inestables o
porque la humedad afecte la fluidez del granulado o de la compactacion.

AGRADECIMIENTOS

A Laboratorios Medifarma S.A y al D.T. Q.F. Luis Kanashiro, por brindarnos todas las
facilidades para la elaboracion de esta investigacion, cuyos resultados seran aplicados
en la empresa. Por otro lado, quisiéramos brindar un agradecimiento especial al area de
validaciones de procesos, representada por el Q.F. David Panta y Q.F. Erik Cotera por su
apoyo cientifico y técnico para entender mejor los procesos.

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



476 Ruben Cueva-Mestanza

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Venables HJ, Wells JI. Powder mixing. Drug Dev Ind Pharm. 2001; 27: 599-612.
Ciurczak EW. Pharmaceutical mixing studies using near infrared spectroscopy. Pharm
Technol. 1991; 15: 140-145.

3. Liva LX, Marziano I, Bentham AC, Litster JD, White ET, Howes T. Effect of particle
properties on the flow ability of ibuprofen powders. Int J Pharm. 2008; 362:109—-117.

4. Narvéanen T, Lipsanen T, Antikainen O, Riikkénen H, Yliruusi J. Controlling granule
size by granulation liquid feed pulsing. Int J Pharm. 2008; 357: 132—138.

5. Rantanen J, Risdnen E, Tenhunen J, Kénsdkoski M, Mannermaa J, Yliruusi J. In-line
moisture measurement during granulation with a four-wavelength near infrared sensor:
an evaluation of particle size and binder effects. Eur J Pharm Biopharm. 2000; 50(2):271-
276.

6. Kirk RS, Sawyer R, Egan H. Composicion y analisis de alimentos de Pearson. Segunda
edicion. México DF: Compaiiia editorial continental SA; 1996.

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



Recibido el 23-07-18
Aprobado el 20-12-18 477

EVALUACION DE OCRATOXINA A EN Theobroma cacao L.
“cacao trinitario”, POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (HPLC) Y ANALISIS MICOTOXIGENICO DURANTE
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RESUMEN

Seanaliz6 la presenciade ocratoxina A (OTA), unamicotoxina con propiedades carcinogénicas,
en los granos de Theobroma cacao L. “cacao trinitario” procedente del centro de acopio
de Pisana-Tingo Maria, de la Regién San Martin, Pert. Las muestras fueron colectadas en
cuatro etapas de produccion: cosecha, fermentado, secado y almacenado. La OTA se extrajo
utilizando acetonitrilo al 60 % y purificandose mediante columnas de inmunoafinidad y
posterior cuantificacidén por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). El porcentaje
de recuperacion del método utilizado se evaludé mediante el uso de muestras fortificadas con
OTA evidenciando un porcentaje de recuperacion mayor al 95 %. Los granos evaluados en
las diferentes etapas de produccion no manifestaron presencia de ocratoxina A 'y en el andlisis
micotoxigénico se evidencid la presencia de hongos del género Fusarium, Penicillium y
levaduras.

Palabras clave: Ocratoxina A (OTA), cacao trinitario, columnas de inmunoafinidad,
cromatografia liquida de alto rendimiento.

EVALUATION OF OCHRATOXIN A IN Theobroma cacao L. "trinitario cacao",
BY HIGH-EFFICIENCY LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) AND
MICOTOXYGENIC ANALYSIS DURING THE PROCESS OF HARVESTING,
FERMENTATION, DRYING AND STORAGE

ABSTRACT

The presence of ochratoxin A (OTA), a mycotoxin with carcinogenic properties, was analyzed
in the beans of Theobroma cacao L. "trinitario cacao" from the collection center of Pisana-
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Tingo Maria, of the San Martin Region, Peru. The samples were collected in four stages of
production: harvesting, fermentation, drying and storage. The OTA was extracted using 60
% acetonitrile and purified by immunoaffinity columns and subsequent quantification by
high performance liquid chromatography (HPLC). The recovery percentage of the method
used was evaluated by using samples fortified with OTA, showing a recovery percentage
greater than 95 %. The beans evaluated in the different stages of production did not show
the presence of ochratoxin A and in the mycotoxigenic analysis the presence of fungi of the
genus Fusarium, Penicillium and yeasts was evidenced.

Key words: Ochratoxin A (OTA), trinitarian cocoa, immunoaffinity columns, high
performance liquid chromatography.

INTRODUCCION

La ocratoxina A (OTA) es una toxina producida principalmente por hongos del género
Aspergillus 'y Penicillium, la cual posee propiedades nefrotoxicas, inmunotoxicas,
teratogénicas y carcinogénicas; y ataca diversos cultivos, entre ellos el cacao'.

El método de referencia para la cuantificacion de micotoxinas es la Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (HPLC) con el sistema de deteccion de fluorescencia, debido a la sensibilidad
para detectar concentraciones inferiores a 1 ppb (partes por billon) la cual ha demostrado
ser eficiente en diversas muestras de estudio. Antes de cuantificar las muestras por HPLC,
el contenido de OTA debe aislarse y extraerse. Si bien distintos métodos han sido utilizados
para este fin, la extraccion por cromatografia de inmunoafinidad es el método mas difundido,
ya que ha demostrado mayor eficacia y seguridad. El método se basa en la capacidad que
tienen algunos anticuerpos para unirse de forma especifica a las moléculas de OTA mediante
una reaccion antigeno-anticuerpo. De esta forma, los anticuerpos presentes en la fase
estacionarian de las columnas utilizadas pueden retener el contenido de OTA, mientras dejan
pasar los demas componentes de la muestra. Los hongos atacan diversos cultivos, existiendo
variabilidad en las muestras de analisis, las cuales se comportan de manera diferentes frente
a los solventes de extraccion. Se debe evaluar el porcentaje de extraccion del método a
diferentes niveles. Esto se logra mediante el uso de muestras fortificadas, es decir; muestras
que han sido contaminadas con una cantidad conocida del estandar analitico™>.

Trabajos acerca de la presencia de OTA en cacao se han realizado en Nigeria, Costa de Marfil,
Guinea, Camertn, Italia, Brasil, entre otros, concluyendo que los organismos generadores
de toxina estan presentes desde la cosecha, siendo la etapa de fermentacion del cacao
donde proliferan en mayor cantidad. De igual modo se ha demostrado que el secado del
cacao y su almacenamiento en lugares secos con el cumplimento de normas técnicas y la
implementacion de buenas practicas agricolas-postcosecha, disminuyen en gran magnitud la
presencia de OTA y otras micotoxinas®. En lo que respecta a la evaluacion de los métodos,
diversos autores han analizado los solventes de extraccion utilizados, sus porcentajes de
recuperacion y demostrando que dichos porcentajes varian tanto por la matriz analizada
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como por el nivel de OTA evaluado. Entre los solventes evaluados para muestras de cacao
se encuentran solucion de bicarbonato de sodio, mezclas de metanol-agua, y mezclas de
acetonitrilo-agua a diferentes concentraciones; obteniéndose diferentes porcentajes de
recuperacion dependiendo de la proporcion de las mezclas®>.

En el Pertl, los estudios acerca de la presencia de ocratoxina A en cacao son escasos, destacando
el realizado por Ramos et al.’, quien estudio su presencia en cacao piurano. Actualmente,
el Pert presenta la necesidad de fijar un limite maximo permisible para OTA. Asimismo,
no se cuenta con una norma de los niveles permitidos para el cacao y sus derivados; por
ello, en este trabajo se realizo el analisis de la presencia de esta micotoxina en granos del
cacao trinitario de la Region San Martin, la cual es una de las mas importantes en volumen
productivo de cacao®.

En el presente trabajo se evaluo la presencia de ocratoxina A en muestras de granos de cacao
y el analisis micotoxigénico durante las etapas de cosecha, fermentado, secado y almacenado
del proceso de la produccion del cacao. Este trabajo contribuye al estudio de la incidencia de
ocratoxina A y la presencia de hongos generadores de micotoxinas en el cacao peruano, asi
como de los métodos utilizados para su determinacion.

PARTE EXPERIMENTAL

El estudio se realizo en el Instituto de Investigacion en Ciencias Farmacéuticas y Recursos
Naturales “Juan de Dios Guevara” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos y en el Laboratorio de Investigacion y Certificaciones
(LABICER) de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria.

Reactivos

Acetonitrilo de grado HPLC (J.T Baker), estandar de ocratoxina A (OTA) 99,18 % (Merck),
metanol (MeOH) grado HPLC (Merck), acido acético (CH,COOH) grado analitico 100 %
(Merck), Buffer fosfato salino en tabletas pH=7,40 (Merck). Tween 20 para sintesis (Merck).
El agua utilizada fue purificada en un equipo Elga Purelab CLASSIC UV.

Equipos

Cromatografo Liquido de Alto Rendimiento-SHIMADZU: desgasificador DGU-20A5R,
automuestreador SIL-30AC, bomba cuaternaria LC-30AD, horno de columna: CTO-20AC,
detector de fluorescencia RF-20Axs, control de sistema SBM-20A. Columna cromatografica
RP C18 de 250 mm x 4,6 mm ID x 5 pm particula (Restek). Molino de cuchillas, agitadores
magnéticos de las marcas Thermo Scientific Cimarec y IKA C-MAG HS7. Balanza analitica
digital SARTORIUS CPA225D, equipo ultrasonido WISD Laboratory Instruments, equipo
de agua ultrapura ELGA PURELAB CLASSIC UV, columnas de inmunoafinidad para
ocratoxina NEOCOLUMN.
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Colecta de las muestras

Los granos de Theobroma cacao L. “trinitario” fueron colectados del centro de acopio de
Pisana-Tingo Maria, de la Region San Martin, Pert. Las actividades de muestreo se realizaron
a una temperatura de 38 °C y 85 % de humedad atmosférica durante el mes de junio del afio
2017. Las muestras se colectaron en distintas etapas del proceso de la produccion del cacao,
las cuales consisten en: cosecha y apertura del fruto de cacao, fermentado en cajas durante
seis dias, secado al sol por seis dias y, finalmente, almacenamiento para su posterior venta.
Se seleccionaron cuatro tipos de muestra: cacao recién cosechado (M1), granos de cacao
fermentados (M2), granos de cacao secados (M3) y granos de cacao almacenados en sacos
(M4).

Las muestras M1 se colectaron de los frutos recién cosechados. Las demas muestras se
colectaron en forma de granos.

Pre-tratamiento de las muestras

De las muestras M1, se extrajeron los granos y se secaron en estufa a 40 °C durante una
semana; de igual forma se secaron las muestras M2 que habian sido colectadas hiimedas.
Las muestras M3 y M4 se secaron por un dia en estufa a 40 °C para eliminar la humedad
durante su almacenamiento. Las muestras se trataron en un mortero y luego en un molino de
cuchillas. Una vez trituradas se homogenizaron y se conservaron a baja temperatura para su
posterior analisis.

Preparacion de los estandares de ocratoxina A

La solucion madre del estandar de OTA se prepard mediante la disolucion de 1 mg de estandar
puro en 50 mL de Metanol (20 ppm). A partir de la solucién madre se prepard la solucion de
trabajo (200 ppb) y a partir de esta solucion se prepararon los diferentes estandares utilizados
para la construccion de la curva de calibracion, cuyas concentraciones variaron de 0,05 a 10
ppb. De la solucion madre también se prepararon las soluciones utilizadas en las pruebas de
recuperacion del método utilizado.

Extraccion y purificacion de la ocratoxina A en las muestras

Este proceso se realizo por triplicado en cada uno de los cuatro tipos de muestra a analizar.
De acuerdo al método descrito por Tafuri et al.’ para cacao, 25 g de muestra a analizar se
re-suspendieron en 400 mL de acetonitrilo, se homogenizaron por 10 minutos con ayuda
de un agitador magnético y se filtré con papel filtro Whatman N° 42; a 4 mL del filtrado se
adhirieron a 44 mL de buffer PBS a pH: 7,4; los 48 mL de esta solucion se purificaron en la
columna de inmunoafinidad y se eluyeron a velocidad de 1-2 gotas por segundo con ayuda de
una jeringa de 50 mL. Las columnas se lavaron con 20 mL de buffer PBS pH=7.4-tween 20
al 0.01%; y se eluy6 el contenido de OTA con los siguientes solventes: 0,75 mL de metanol
(Ac. Acético 2%), 0,75 mL de metanol y 1,5 mL de agua ultrapura.

Cuantificacion por cromatografia liquida de alto rendimiento

Los analisis se realizaron mediante cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccion
por fluorescencia siguiendo los parametros recomendados por Tafuri et al’.
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Lalongitud de onda de excitacion fue de 333 nm y la de emision fue de 460 nm. La temperatura
del horno de la columna fue de 25 °C. La elucion fue a un flujo constante de 1 mL/min y
CHLCN o sestico 19— 2O eido acctico 195 (30:50 V/V) como el sistema de eluyentes inicial. El
sistema inicial fue linealmente modificado a un CH,CN 100 % en 20 minutos. Después de
3 minutos de permanecer constante, el sistema fue restablecido linealmente a su condicion
inicial 10 minutos, sumando un tiempo total de 33 minutos por analisis. Los eluyentes fueron

preparados en el momento y filtrados (0,45 pm) antes de su uso.

Para la lectura de los estandares se realizaron tres inyecciones y dos para el analisis de las
muestras. Todas las muestras se filtraron a través de filtro de jeringa (0,45 um) antes de la
inyeccion (25puL) a la columna cromatografica.

La identificacion de OTA se realizé utilizando el tiempo promedio de retencion de las
diluciones de trabajo. Este tiempo se obtuvo midiendo diez veces el estandar de trabajo a
una concentracion de 0,05 ppb, procedimiento que también fue 1til para obtener el limite de
deteccion (LDD). El tiempo de retencion promedio fue de 8,245 minutos (RSD=0,055 %) y
el LDD fue de 0,100 ppb. En la figura 1 se muestra el cromatograma de una de las corridas
del stock de trabajo de 0,05 ppb.

Figura 1. Curva de calibracion utilizada para la cuantificacion de la OTA.
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Pruebas de recuperacion del método utilizado

El método utilizado fue evaluado para determinar su eficacia de recuperacion; para esto, un
blanco de granos frescos y secos, fue contaminado a tres niveles (0,5; 7,5 y 15 pg/kg) con
estandar de OTA. Las muestras contaminadas se trataron de igual manera que las demas.

Analisis micotoxigénico

Las semillas del cacao correspondientes a cada una de las etapas de procesamiento fueron
sometidas a dos tipos de tratamiento para lograr aislar los posibles hongos asociados, el
primer tratamiento consistio en colocar directamente las semillas sobre el agar APD y se
procedio a incubar a 28°C durante 7-10 dias. En el segundo tratamiento, las semillas se
sometieron a un proceso de lavado con solucion salina estéril y tween 80 en agitacion a
150 rpm a temperatura ambiente durante 15 minutos, las soluciones obtenidas se diluyeron
y se sembraron en agar de papa y dextrosa (APD) y se incub6 a 28°C durante 7-10 dias.
La identificacion de los hongos se realizéo mediante las estructuras reproductivas mostradas
luego del microcultivo'* '3,

RESULTADOS Y DISCUSION
El método utilizado para el analisis de OTA fue evaluado en tres niveles de concentracion
(0,5; 7,5 y 15 pg/kg). El nivel mas bajo (0,5 ug/kg) fue elegido ya que es el limite maximo
permitido sugerido por el gobierno de Italia (0,5 pug/kg), el cual es el Ginico pais europeo que

actualmente establece un limite maximo para la OTA en cacao.

En la tabla 1 se muestran los resultados de las pruebas de recuperacion con sus respectivas
desviaciones estandar tal cual fueron calculadas utilizando el Excel Office 2016.

Tabla 1. Resultados de las pruebas de recuperacion.

Nivel de contaminacion (ug/Kg) Porcentaje de recuperacion (%)
0,5 95,57 £0,51
7,5 98,21 +£0,48
15 98,73 £ 0,33

El cromatograma de la prueba de recuperacion a un nivel de contaminacion de 7,5 ug/kg se
presenta en la figura 3.

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



Evaluacion de ocratoxina a en theobroma cacao I. “Cacao trinitario”, por cromatografia liquida de... 483

3
=

Ex 333nm Em »7"".‘.'.'.|zi

« g
Ocratoxina A

N

SR R R R E—— ——"—"

o
o

|

25 50 75 100 125 1500

Figura 2. Cromatograma de la prueba de recuperacion a un nivel de 7,5 ug/kg.

Los resultados demuestran que el método utilizado es eficaz para el analisis de OTA en
muestras de granos de cacao. La eficacia de un método de extraccion depende principalmente
del solvente de extraccion, el tipo de muestra a analizar, la recuperacion de OTA de la columna
de inmunoafinidad y la concentracion de OTA en la muestra®. Debido a esto, los fabricantes
de columnas de inmunoafinidad recomiendan diferentes métodos de extraccion para
diferentes tipos de muestras. El fabricante de las columnas utilizadas (Neogen - Neocolumn)
no posee un método en especial para muestras de cacao, sin embargo, otros fabricantes tienen
métodos especializados para este tipo de muestras. De ellos, resalta el fabricante R-Biophram
- Ochraprep quien posee un método para cacao en polvo y otro para cascarilla de cacao. El
primero utiliza bicarbonato de sodio 1 % y el segundo acetonitrilo 60 %. Se decidi6 utilizar
el segundo método ya que en el caso de granos de cacao la OTA suele encontrarse en la
cascara y muy rara vez la atraviesa. El uso de acetonitrilo 60 % es también recomendado
para el analisis de cereales, los cuales son matrices muy similares a los de la cascarilla de
cacao’. Adicionalmente, el acetonitrilo 60 % es un método recomendado para diversos tipos
de matrices ya que permite la precipitacion de proteinas y posee una polaridad intermedia,
adecuada para solubilizar las moléculas de OTA (molécula de polaridad media)'®.

El hecho de que el método utilizado haya mostrado un porcentaje de recuperacion mayor
al 95 % para las tres muestras analizadas, corrobora su eficacia para este tipo de muestra.
Los métodos de recuperacion suelen aumentar su eficacia conforme la concentracion de
OTA aumenta, tal cual se muestra en el presente trabajo. Esta eficacia se mantiene hasta una
concentracion maxima en la cual la columna de inmunoafinidad se sature de OTA. Entre los
factores que disminuyen la eficacia de un método de extraccidon se encuentran: pérdida de
muestra durante la ejecucion del método, alta velocidad de goteo del solvente de recuperacion
a la hora de recuperar la OTA de la columna de inmunoafinidad y la eficacia del solvente
de recuperacion5. En este caso, el uso de metanol acidificado demostrd ser un excelente
solvente de recuperacion, y la velocidad de dos gotas por segundo demostrd ser adecuada.
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El metanol acidificado es bastante adecuado para este fin, desnaturalizando los anticuerpos
(estructuras proteicas) de las columnas de inmunoafinidad, ademas rompe los enlaces entre
la OTA y dichos anticuerpos.

En el presente estudio se analizo el contenido de OTA de muestras de granos de cacao en
cuatro etapas de la produccion: cosecha, fermentado, secado y almacenado. Los resultados
de los analisis se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Contenido de OTA en las cuatro etapas analizadas.

Etapa Contenido de OTA (ng/Kg)
Cosecha <N.D
Fermentado <N.D
Secado <N.D
Almacenado <N.D

N. D= No detectable

Todas las muestras estudiadas muestran niveles de OTA menores al limite de deteccion.
Estos resultados contrastan con los encontrados previamente por Ramos et al.7, los cuales
mostraron presencia de OTA en la etapa de fermentado. El cromatograma de una de las
muestras se presenta en la figura 4.
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Figura 3. Cromatograma de una de las muestras analizadas

En la figura 4 se puede apreciar un pico (encerrado en circulo) muy cercano al de la OTA.
Este pico puede ser un compuesto similar a la OTA, como por ejemplo la ocratoxina B
(OTB), ocratoxina C (OTC) o algin otro compuesto producto del metabolismo de la OTA.
Di Stefano et al.'' encontraron que diversas especies de hongos del tipo Aspergillus producen
OTA y OTB de forma paralela, donde la proporcion de las toxinas presentes dependian de las
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condiciones del cultivo, aunque el contenido de OTA mostré ser generalmente mayor. Se ha
demostrado también que la OTA puede convertirse en OTB y viceversa. De forma similar,
se ha demostrado que la ocratoxina C puede convertirse en OTA en condiciones naturales'

La contaminacion por OTA puede ocurrir en diversas etapas del proceso productivo de cacao
y derivados, siendo la etapa mas proclive la del fermentado, aumentando la proliferacion de
hongos productores de OTA debido al aumento de temperatura y humedad, suficientes para
la aparicion de dichos microorganismos; de igual forma, durante la fermentacion los granos
de cacao se hinchan de liquido, de tal manera que dentro de los granos se crea el ambiente
proclive para la generacion de estos organismos. La presencia de los hongos productores
de OTA se ve disminuida durante la etapa de secado, siempre cuando esta se realice bajos
las condiciones adecuadas. Un secado es adecuado cuando disminuye la humedad hasta un
7 % y se realiza bajo sol, ya que la radiacion directa elimina buena parte de hongos. Sin
embargo, la presencia de hongos productores de OTA puede volver a incrementar durante el
almacenado; por ejemplo, cuando la humedad y la temperatura de la zona de almacenamiento
no se controlan, esta proliferacion se ve aumentada por el hecho de que los granos suelen
almacenarse en sacos de yute, lo que genera el ambiente cerrado y oscuro necesario para la
formacion de los hongos productores de OTA® 13,

A través del analisis micotoxigénico se evidencio que las semillas del cacao, sometidas a esta
investigacion, presentan hongos miceliales de los géneros Penicillium sp 'y Fusarium sp, asi
como la presencia de levaduras en las etapas de secado y fermentado, existiendo una mayor
presencia de levaduras en la etapa fermentado (4,6 x 104 ufc/mL) por las condiciones mismas
del proceso que demanda mayor humedad. En la etapa de almacenado no se evidenciaron
presencia de hongos miceliaes ni de levaduras, lo cual es un indicador de las buenas
condiciones de almacenamiento.
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Figura 4. Fusarium sp. en medio APD y microcultivo a los seis dias a 400x,

respectivamente.
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Figura 5. Penicillium sp. en medio APD y microcultivo a los tres dias a 400x,
respectivamente.

El hecho que las muestras no hayan presentado presencia de OTA demuestra que las précticas
de almacenado, llevadas en el centro de acopio de Pisana-Tingomaria, son efectivas para
proteger el cacao de la contaminacion por OTA, pero no de la presencia de hongos potenciales
productores de micotoxinas, corroborado en el estudio.

Con el fin de profundizar mas en los estudios de andlisis y deteccion de OTA en cacao,
se recomienda evaluar una mayor cantidad de solventes de extraccion y las condiciones
en las cuales se realiza dicho proceso, de igual forma se deben evaluar otras columnas de
inmunoafinidad con el fin de compararlas con la ya estudiada, ademas; enfatizar el desarrollo
del analisis micotoxigénico que evidencia la carga fungica de las muestras. En lo que respecta
al estudio de la presencia de OTA en granos de cacao peruano, se debe aumentar el nimero
de zonas evaluadas, asi como las temporadas de cosecha.

CONCLUSIONES

El método de extraccion de OTA utilizado demostr6 ser altamente eficaz en la extraccion de
OTA en granos de cacao para los tres niveles evaluados (0,5; 7,5 y 15 ng/kg). La concentracion
de ocratoxina A, en las muestras estudiadas de granos de cacao, fueron menores al limite de
deteccion, y menores al limite maximo permitido (0,5 pg/kg). En el andlisis micotoxigénico
se evidenci6 la presencia de hongos del género Fusarium, Penicillium, levaduras y la no
correspondencia entre ausencia de OTA y la presencia de hongos.
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COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA ALGA ROJA
Rodhymenia howeana DE LA BAHIA DE ANCON, PERU

Naddia Carolina RojasVega? Rubén Valdivieso Izquierdo®, Inés Arnao Salas®

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la composicion nutricional del alga roja
Rodhymenia howeana. Ensayos realizados: analisis proximal determinado segiin la AOAC,
contenido de minerales por espectroscopia de absorcion atémica, el computo aminoacidico
mediante cromatografia de intercambio catidnico usando un analizador de aminoécidos,
el contenido de vitamina C y fenoles totales por espectrofotometria. Los resultados mas
resaltantes del analisis proximal fueron 28,56 % de proteina; 21,08 % de cenizas y trazas de
extracto etéreo (lipidos) en muestra seca. Del contenido de minerales: hierro 502 mg/kg y zinc
18,54 mg/kg de muestra seca de alga. Los aminoacidos esenciales mas abundantes (mg/100
g de muestra seca) fueron: valina 95, leucina 116 y lisina 116,2 y entre los no esenciales
resaltaron: alanina 139, acido aspartico 244 y acido glutdmico 313. De los componentes
antioxidantes el contenido de vitamina C fue de 1,12 mg en 100 g de muestra seca y de
fenoles totales fue de 980,2 mg EAG /100 g de muestra seca. Conclusiones: el alga roja
Rodhymenia howeana es un alimento nutritivo y contiene compuestos antioxidantes.

Palabras clave: composicion nutricional, Rodhymenials, algas rojas, minerales, aminoacidos.

NUTRITIONAL COMPOSITION OF RED SEAWEED
Rodhymenia howeana FROM ANCON BAY, PERU

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the nutritional composition of the red alga
Rodhymenia howeana. Tests performed: proximal analysis determined according to AOAC,
mineral content by atomic absorption spectroscopy, amino acid count by cation exchange
chromatography using an amino acid analyzer, vitamin C content and total phenols by
spectrophotometry. The most important results of the proximal analysis were 28.56% of
protein; 21.08% ash and traces of ethereal extract (lipids) in dry sample. Of the mineral
content: iron 502 mg / kg and zinc 18.54 mg / kg of dry sample of algae. The most abundant
essential amino acids (mg / 100 g of dry sample) were: valine 95, leucine 116 and lysine

* Nutricionista. Unidad de Posgrado de la Facultad de Medicina. Universidad Mayor de San Marcos.
b Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion “Alberto Guzman Barrén”. Universidad Mayor de San
Marcos.
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116.2 and among the non-essential ones relevant: alanine 139, aspartic acid 244 and glutamic
acid 313. Of the antioxidant components the content of vitamin C was 1.12 mg in 100 g of
dry sample and of total phenols was 980.2 mg EAG / 100 g of dry sample. Conclusions: the
red seaweed Rodhymenia howeana is a nutritious food and contains antioxidant compounds.

Key words: Nutrition facts, Rodhymenials, red seaweeds, minerals, amino acids

INTRODUCCION

Las algas marinas han sido utilizadas como alimento en humanos, y en menor proporcion
como fertilizantes y aditivos para alimentos de animales. Las algas como alimento tienen un
alto consumo en paises asiaticos como China, Japon y Corea, y su demanda ha aumentado
en paises de Norte América, Sudamérica y Europa, principalmente por la gran migracion de
asiaticos a otros paises del mundo’. Estos alimentos son importantes reservorios de nutrientes,
pues presentan un bajo contenido de calorias y lipidos lo cual beneficiaran a las personas con
patologias como sobrepeso, obesidad, diabetes y dislipidemias. Su elevada concentracion
de minerales, vitaminas antioxidantes y moléculas bioactivas como polifenoles con amplias
potencialidades terapéuticas ayudaran a la prevencion de enfermedades relacionadas con
estrés oxidativo?.>.

Nuestro pais posee vastos recursos ya que existen 228 especies de macroalgas de las cuales
160 son rojas, 31 pardas y 37 verdes. Las especies de macroalgas marinas con importancia
econdomica son Chondracanthus chamissoi, Gracilariopsis lemanaeformis, Porphyra spp,
Lessonia nigrescens, Lessonia trabeculata, Macrocystis integrifolia, Macrocystis pyrifera
y Ulva spp'. En tanto no se desarrollen investigaciones en este campo, no seran tomadas en
cuenta las mas de 100 especies de macroalgas en el mar peruano y la Antartica.

Dentro de este grupo de macroalgas no estudiadas esta la especie Rodhymenia howeana
que en el pasado fue empleada como parte de la alimentacion de la poblacion local. Es una
especie distribuida en costas de Pert y Chile. En nuestro pais se encuentra en: Bahia de
Chimbote, Bahia de Ancén, Islas Chincha y La Punta, Callao. Existe poca investigacion en
el pais sobre las algas marinas en general, a pesar de ser un recurso abundante, econémico
y con muchos potenciales; por este motivo se considera prioritario conocer su composicion
nutricional y capacidad antioxidante para revalorizar este alimento marino ya que beneficiara
a nuestra poblacion en general.

El objetivo del presente estudio es determinar la composicion nutricional mediante el analisis

proximal, contenido de aminoacidos, mineral, vitamina C y de fenoles totales del alga
Rodhymenia howeana.
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PARTE EXPERIMENTAL

Muestra y colecta de la materia prima

Diseno: enfoque cuantitativo, descriptivo, observacional y transversal. Se recolectaron 10
kg de alga marina roja Rodhymenia howeana, durante el periodo de octubre - noviembre
2017 en la Bahia de Ancén en la ciudad de Lima, Pert (11°45.9 S 77° 11.7 W). Las algas
seleccionadas fueron lavadas para remover la materia extraia y enjuagada repetidamente con
agua destilada. Las algas frescas fueron colocadas en un conservador portatil de alimentos
con hielo seco. Los especimenes fueron identificados y autenticados en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Mayor de San Marcos.

Los reactivos: acido ascorbico y DPPH fueron de la casa Sigma-Aldrich y alcohol etilico,
Folin Ciocalteu, acido galico, carbonato de sodio y acido tricloroacético de la casa Merck.

Composicién proximal

El analisis proximal se realizé en el Laboratorio de Bioquimica, Nutriciéon y Alimentacion
Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
donde emplearon la metodologia analitica de AOAC 930.15 para humedad, AOAC 984.13
para proteina cruda, ISO 6865 AOAC 978.10 para fibra cruda, AOAC 942.05 para cenizas
y AOAC 2003.05 para grasa. El extracto no nitrogenado se obtuvo por diferencia de los
componentes®. Los resultados se expresan en base hiimeda % y base seca %.

Composicion mineral

Las determinaciones mediante el método espectroscopia de absorcion atomica (EAA) de
los minerales manganeso, zinc, hierro, magnesio, cobre y selenio obtenidos se realizé en la
Unidad de Servicios de Analisis Quimicos de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Los resultados fueron expresados en mg/
kg de muestra seca.

Composicién aminoacidico

El analisis aminoacidico se realizd en el Instituto de Investigacion de Ciencias de la
Alimentacion (CIAL) en Madrid y la metodologia usdé una columna cromatografica de
intercambio cationico en un analizador de aminoacidos Biochrom serie 30 (Biochrom,
Cambridge, EE.UU.) Las muestras fueron previamente hidrolizadas con HCI 6 N durante 21
horas a 110 ° C y los aminoacidos fueron derivatizados con o-ftalaldehido (OPA) en una pre-
columna. La deteccion fue realizada por absorbancia a 440 nm. El contenido de aminoacidos
se expresa en mg/g de proteina +desviacion estandar.

Contenido de vitamina c

La metodologia empleada fue la descrita por Jagota y Dani’. Para este ensayo se afiadid
120 pl de acido tricloroacético (TCA) al 10 % al extracto acuoso y luego fue centrifugado.
Posteriormente, se utilizo 600 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu al 10 % con 480 pl del
sobrenadante. Se realiz6 la lectura a 760 nm en el espectrofotometro (S-20, Marca Boeco)
posterior a su agitacion y reposo de 10 minutos. Los resultados se expresaron en mg de acido
ascorbico en 100 g de muestra seca.
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Contenido de fenoles totales

El ensayo se realizo segin Singleton, Orthofer y Lamuela-Raventos®. Para este ensayo
se coloco 1250 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu, 500 ul del extracto acuoso, 1000 pl de
solucion de Na,CO; al 7,5 % w/v. Después de 45 minutos de incubacion en bafio de Maria
a 50° C se ley6 a 760 nm en el espectrofotometro (S-20, Marca Boeco). Los resultados
fueron expresados en equivalentes de acido galico en 100 g de alga seca. La concentracion de
polifenoles fue derivada de una curva de acido galico en el rango de 10 a 50 ug/mL.

Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados en tres experimentos independientes y se utiliza la

estadistica descriptiva presentando los resultados como promedio y desviacion estandar.
RESULTADOS Y DISCUSION

Los carbohidratos, proteinas, lipidos y vitaminas se proporcionan al cuerpo humano a través

de diferentes fuentes de alimentos entre los cuales deben ser considerados las algas marinas,

abundantes en nuestras costas peruanas.

El analisis proximal nos permite conocer el contenido de estos nutrientes, y los resultados

para el alga Rodhymenia howeana se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion proximal del alga Rodhymenia howeana

Componente Base humeda % Base seca
%

Humedad 79,03 20,77
Proteina 5,99 28,56
Extracto etéreo trazas trazas

Fibra cruda 2,32 11,04
Cenizas 4,42 21,08
Extracto no 8,24 39,32
nitrogenado

Tal como en las plantas terrestres, las algas marinas también son una fuente rica de elementos
nutricionales, pues presentan altos niveles de fibra, minerales, acidos grasos omega 3 y
concentraciones moderadas de lipidos y proteinas, disponibles en la mayoria de las algas
comestibles, son aportes que deben ser considerados como una importante fuente de alimentos
para la nutricion humana.
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Un componente valorado en todo alimento es su contenido proteico, tal es asi que para
la especie Rodhymenia howeana su contenido proteico fue de 28,56 % en base seca. En
comparacion con otros autores, los valores mas bajos (7,8 % y 8,9 % en muestra seca) son
presentados por Xiren y Aminah’ en especies rodofita, Kappaphycus alvarezii de Malasia.
Este resultado es diferente a lo reportado por Frikha® en algas tunecinas, donde el mayor
contenido de proteinas fue de 14 % en muestra seca para el alga roja Ceramium diaphanum,
valor que coincide con el de Nehal Osman et al® para el alga verde Caulerpa serrulata.
Otros autores como Alvarez y Sierra’ obtienen valores de 20 % de contenido de proteinas
en muestra seca para la especie roja Gracilariopsis tenuifrons, los que se asemejan a las
especies brasileras Hypnea musciformis y Solieria filiformis, ambas rodofitas, con 17 % y 20
%, respectivamente. Sin embargo, la especie coreana Porphyra tenera'y Porphyra haitanesis
con 32 % y 36 %, reportada por Hwang et al'’, es la que supera en contenido de proteina
cruda a todas las anteriores. Debemos sefialar que los paises asidticos emplean algas que se
cultivan de manera comercial para mejorar su calidad, lo que les permite concentrar todos sus
componentes, de alli los elevados valores en proteinas obtenidos.

La cantidad de lipido, respecto a otras algas rojas, se mantiene con un valor similar, siempre
menores a 3 %, como en el reino vegetal y en relacion al porcentaje de fibra este es menor que
otras especies. Las diferencias en la composicion proximal son atribuibles a factores como el
clima, la temperatura, el pH, diferencias geograficas, la especie y la estacionalidad.

El contenido mineral de manganeso, magnesio, zinc y hierro se presentan en la tabla 2, siendo
el elemento mas destacable el hierro; no fueron detectados, selenio ni cobre teniendo en
consideracion el limite de deteccion para estos elementos segun la técnica empleada de 10
mg/kg y 0,5mg/kg, respectivamente.

Tabla 2. Contenido mineral del alga Rodhymenia howeana

Mineral mg/kg de muestra

seca

Cobre No Detectable

Selenio No Detectable
Manganeso 7,1
Zinc 11,8
Hierro 502
Magnesio 1,8
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Es indispensable la incorporacion al organismo de ciertos oligoelementos ya que forman
parte del ntcleo activo de las ciertas macromoléculas, algunos funcionan como cofactores de
enzimas con capacidad antioxidante como la superoxido dismutasa, que contiene zinc, cobre
y manganeso.

El elemento traza mas destacable de los analizados en R. howeana, es el hierro y
Osman et al®, quienes evaluaron la especie clorofita Caulerpa serrulata, obtuvieron
una concentracion de hierro de 70 mg/kg. En las especies Kappaphycus alvarezii y
Gracilariopsis tenuifrons, ambas algas rojas evaluadas por Alvarez’, el contenido de hierro
también es menor, con 56,27 y 204,83 y mg/kg, respectivamente, al igual que en Porphyra
spp, Chondrus crispus, Palmaria palmata y Laminaria spp con concentraciones medias de
hierro de 106 mg/kg segtin reporte de Ruiz et al''. De todos los estudios considerados en el
presente articulo, la especie Porphyra haitanensis, estudiada por Hwang!?, presento valores
de hierro de 700 mg/kg, que son mayores a los de la alga roja peruana.

Mas del 40 % de los nifios y nifias menores de 5 afos y cerca del 21 % en mujeres de edad
fértil son diagnosticados de anemia en nuestro pais, segun el Plan Nacional de Reduccion
y Control de la Anemia del afio 2017. El hierro es un nutriente esencial para el ser humano
ya que participa en el transporte de oxigeno en la sangre y lo almacena en el musculo. Las
necesidades de hierro diarias varian con la edad y son mas importantes en nifios, mujeres en
edad fértil y durante el embarazo'?. Siendo este mineral el mas abundante de nuestra alga
estudiada, podria ser empleado como suplemento 1til en la prevencidn y/o tratamiento de la
anemia.

El zinc es un mineral extraordinariamente versatil que forma parte de mas de 100 enzimas,
esta relacionado con el crecimiento y desarrollo durante la pubertad y la adolescencia, la
actividad de la vitamina A, la sintesis de enzimas pancreaticos, es esencial para mantener el
sentido del gusto y, por tanto, el apetito, para facilitar la cicatrizacion de las heridas y para el
normal desarrollo del feto, entre otras importantes funciones'?. '3,

Este mineral fue evaluado por Osman et al® en la especie clorofita Caulerpa serrulata con
resultados de 13,1 mg/kg de zinc y en la especie coreana Porphyra columbina, con valores
similares a lo encontrado en el presente estudio. Para las algas rojas Gracilariopsis tenuifrons
y Kappaphycus alvarezii, evaluadas por Alvarez y Sierra®, con un contenido de zinc fue 16,32
y 19,40 mg/kg, respectivamente, que son mayores a lo encontrado en nuestra alga peruana.

El contenido mineral en algas es mayor que el de las plantas terrestres, por lo tanto, las algas
marinas pueden ser una fuente importante de minerales porque algunos de estos elementos
trazas, estan ausentes en hortalizas de tierra o sélo se encuentran en concentraciones muy
pequenas.

Un factor determinante en la calidad de las fuentes proteicas es la composicion en aminoacidos,
tal como se presenta en la tabla 3 para nuestra alga en estudio, en la cual se observa la
presencia de 19 aminoacidos diferentes expresados en mg/g de proteina. El triptéfano no fue
determinado debido a que se destruye por hidrolisis acida.
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Tabla 3. Composicion aminoacidico del alga Rodhymenia howeana
(mg/g proteina en muestra seca)

Aminoacido Aminoacido
Acido aspartico + Asparagina 8,55 +0,27
Treonina 3,30+ 0,16
Serina 4,10+£0,13
Acido glutamico + Glutamina 10,97 £ 0,47
Glicina 3,14+0,11
Alanina 490=+0,17
Cisteina 1,74 £0,01
Valina 3,32 +£0,09
Metionina 2,38 £0,20
Isoleucina 2,58 £0,18
Leucina 4,07 £0,29
Tirosina 1,86 £ 0,05
Fenilalanina 3,13+0,12
Histidina 1,02 £0,04
Lisina 4,06 £0,15
Arginina 2,81£0,13
Prolina 3,00+ 0,18

Una mejor apreciacion de este contenido es clasificarlos en aminoéacidos esenciales y no
esenciales, lo cual nos va a facilitar la discusion de los resultados, tal como se observa en la
tabla 4, en donde los valores se expresan en mg/ 100 g de muestra seca.

Tabla 4. Contenido de aminoacidos esenciales y no esenciales del alga
Rodhymenia howeana en muestra seca

Aminoacidos mg/100g % [Aminoacidos no mg/100g %
esenciales esenciales
Histidina 29,1 1,6 |Acido aspartico + 2442 13,2
asparagina
Treonina 94,2 5,1 |Acido glutamico + 313,3 16,9
glutamina
Arginina 80,3 4,3 [Serina 117,1 6,3
Lisina 116 6,3 |Glicina 89,7 4,8
Metionina 68 3,7 |Prolina 85,7 4,6
Fenilalanina 89,4 4,8 [Tirosina 53,1 2,9
Valina 94,8 5,1 |Cisteina 49,7 2,7
Isoleucina 73,7 4,0 |Alanina 139,9 7,5
Leucina 116,2 6,3
Total AAE 761,7 41,1 {Total AANE 1092,7 58,9

Total: 1 854,4 mg
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De los aminoacidos esenciales destacan la treonina y valina con 5,1 % y lisina y leucina
con 6,3 %, siendo la histidina la que present6 el valor mas bajo. En comparacion con la
investigacion de Xiren y Aminah’ quienes emplean la alga roja Kappaphycus alvarezii de
Lawakii (Malasia) los aminoacidos resaltantes fueron leucina con 0,32 mg/100 g, valina
y fenilalanina con resultados de 0,24 mg/100 g y en caso de la misma especie pero de la
localidad de Sabah destaca la leucina, siendo el valor mas elevado de 0,56 mg/100 g de
muestra seca. Estos aminoacidos esenciales tienen valores menores al ser comparados con
los de nuestro estudio, donde el contenido de leucina y de valina fue de 116,2 y de 94,8
mg en 100 g de muestra seca. Con respecto a lo reportado por Hwang et al'® que evaluaron
la especie coreana Porphyra tenera y la especie china Porphyra haitanensis destacan
isoleucina con 46,67 mg/100 g y valina con 33,48 mg/100 g de muestra seca y en nuestro
estudio dichas concentraciones son mayores (74 y 94 mg/100 g de muestra seca de los
aminoacidos ya mencionados), mientras que en la especie china P. haitanensis predomina
el contenido de treonina con 86,43 mg/100 g que es similar con lo encontrado en el alga
peruana (94 mg/100 g), ambas en base seca. Sin embargo, las diferencias son notables con
el alga roja chilena Chondracantus chamissoi investigada por Ortiz? ya que sus resultados
para histidina, leucina y lisina, con valores de 879, 706 y 593 mg/100 g de muestra seca,
respectivamente, son significativamente mas elevados que en R. howeana. Sin embargo, la
concentracion de aminoacidos ramificados (leucina, valina e isoleucina) en nuestro estudio
es el doble que lo analizado en la especie coreana P. tenera, que tiene un contenido de 108
mg de los aminoacidos mencionados. Si tomamos en cuenta los valores porcentuales de
los aminoacidos ramificados observamos que los porcentajes de isoleucina para la especie
R. howeana es de 4 %, C. chamissoi de 4,5 % y K. alvarezzi de Lawakii con 5,5 % que
son proporcionalmente similares. Algo parecido ocurre con el aminoécido valina donde los
valores son de 5 %, 6 % y 6,3 % en el mismo orden de las tres especies mencionadas. No
obstante, con leucina las concentraciones en las especies C. chamissoi y K. alvarezzi son de
8 % y 9,6 % ambos resultados son mayores a los presentados en el alga de estudio con 6 %.

La especie Rodhymenia howeana es rica en acido glutamico (16,9 %), acido aspartico (13 %),
alanina (7,5 %) y serina (6,3 %). Realizando una comparacion de los aminoacidos no
esenciales con otras especies observamos que el acido glutamico varia del 12 %, al 14 %
y el aspartico del 10 % al 13,8 % en las especies K. alvarezii, y C. chamissoi, siendo estos
aminoacidos acidos los mas abundantes, al igual que en nuestro caso.

Debemos destacar el contenido de cisteina en R. howeana, ya que es precursor en la sintesis de
glutation, un potente antioxidante de nuestro organismo. Este aminoacido no ha sido determinado
en las especies estudiadas por Xiren y Aminah’ y su valor es minimo en C. chamissoi.

Debido a las diferentes metodologias empleadas en la determinacion del contenido de
aminoacidos, las unidades en que se expresan los resultados, la composicion de los hidrolizados,
entre otros, no siempre resulta facil una comparacion. Si expresamos estos datos en porcentaje,
encontramos que cien gramos de R. howeana aporta 761,7 mg de aminoacidos esenciales, lo
que representa el 41 %, esto es equivalente a una relacion de aminoacidos esenciales (AAE) y
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no esenciales (AANE) de 0,71. Este valor es muy cercano a los de K. alvarezzi obtenidos de
dos localidades de Malasia con valores de 0,74 y 0,79 pero diferente a Ch. chamissoi (Chile)
en donde esta relacion alcanza 1,47.

Finalmente, podemos expresar que existe una gran variabilidad en el contenido de los
aminoacidos de las muestras de alga ya que es conocida que esta composicion es altamente
influenciada por la localizacion geografica y las condiciones ambientales locales, ademas de
la sensibilidad de la técnica empleada en la cuantificacion de los aminoacidos.

El 4cido ascorbico es un agente antioxidante y reductor poderoso y puede, por lo tanto,
reducir la accion perjudicial de los radicales libres, sus principales funciones son neutralizar
el oxigeno singlete (02), capturar radicales hidroxilos, aniones superoxidos y regenerar la
forma oxidada de la vitamina E. Es también importante para mejorar la absorcion del hierro
no-heminico en alimentos de origen vegetal. Es necesario para la formacion y mantenimiento
adecuado del material intercelular, sobre todo del colageno. No se sintetiza en el organismo,
por lo que debe ser aportada por la dieta'?, '3,

El contenido de vitamina C del alga roja Rhodymenia howeana fue de 1,12 + 0,04 mg en
100 g de muestra seca. El valor mas bajo lo presento la especie rodofita Corallina officinalis
evaluada por Ismail'* con resultados de 0,67 mg/100 g. El valor mas elevado fue de 21,6
mg/ 100 g de muestra seca reportado por Yildiz et al' en la especie roja Gracilaria bursa-
pastoris. Estos resultados de vitamina C, tan variados, podrian deberse al origen de donde
son extraidas las algas.

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de
poseer en su estructura varios grupos fenolicos y de tener potente actividad antioxidante para
modular la actividad de diferentes enzimas, y en los mecanismos de sefalizacion y procesos
celulares'®. Los compuestos fendlicos son el grupo mas extenso de sustancias no energéticas
presentes en alimentos de origen vegetal y que estan también presentes en las algas. El
contenido de fenoles totales del alga roja Rhodymenia howeana fue de 980,2 + 0,07 mg EAG
/100 g de muestra seca; valores de estos metabolitos de 489 mg EAG/100 g en Corallina
officinalis evaluada por Ismail'* que representan cerca de la mitad del resultado del alga de
estudio. Sin embargo, en Ceramium diaphanum, un alga roja, se encontrd un valor de 1000
mg EAG/100 g segun la investigacion de Frikha ef al®, lo que concuerda con nuestro estudio.

CONCLUSIONES

El alga marina roja Rhodymenia howeana es un alimento nutritivo por su alto valor proteico
y bajo contenido caldrico ademas de compuestos antioxidantes como polifenoles y niveles
elevados de hierro y zinc, por lo que podria ser usado como suplemento de dietas para
humanos y animales.
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APLICACION DEL NANOCOMPOSITO ARCILLA —
CARBOXIMETILQUITOSANO - NANOPARTICULAS DE PLATA
EN FILTROS PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS DE CONSUMO
DE ZONAS RURALES DE CAMANA, AREQUIPA

Maria Elena Talavera Nufiez**, Irene Zea Apaza®, Corina Vera Gonzales®,
Julia Zea Alvarez*, Luis Rodrigo Benavente Talavera®

RESUMEN

Se formulo un filtro con un nanocompdsito de arcilla-carboximetilquitosano-nanoparticulas
de plata, que se usé para eliminar bacterias y aniones en aguas de consumo humano.

Las nanoparticulas de plata se obtuvieron por reducciéon del nitrato de plata 1mM,
con carboximetilquitosano al 0,01 % y borohidruro de sodio 2mM como iniciador de la
reduccion. Posteriormente, se obtuvo los filtros como recipientes con arcilla y aserrin de
madera como formador de poros, en la proporcion de 2:1; se molded, seco y sinterizod a
800°C por tres horas. Seguidamente, los filtros se impregnaron con la dispersion coloidal de
carboximetilquitosano-nanoparticulas de plata, por inmersion durante 12 horas.

Se definieron cuatro puntos de muestreo del agua: Huacapuy, La Punta, Plaza de Quilca,
Caleta de Quilca. Al evaluar la capacidad filtrante de los filtros, se encontrd que se remueven:
conductividad 84,03 % en La Plaza de Quilca, sulfatos 85,48 % en La Plaza de Quilca;
cloruros 93,93 % en La Plaza de Quilca. Por otro lado, las bacterias coliformes fecales y
coliformes totales se removieron en un 100 % en La Punta y en la Plaza de Quilca. No se
encontraron bacterias coliformes en Huacapuy ni en la Caleta de Quilca. Por lo que se puede
confirmar que los resultados tienen un porcentaje de remocion significativo en la eliminacion
de aniones, en cuanto a bacterias coliformes totales y coliformes fecales se removieron en
su totalidad.

Palabras clave: arcilla, filtro, carboximetilquitosano, nanoparticulas de plata, nanocomposito.

* Universidad Nacional San Agustin de Arequipa. Facultad de Ciencias Naturales y Formales, Departamento Académico
de Quimica. mtalaveran@unsa.edu.pe
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APPLICATION OF NANOCOMPOSITOS CLAY
-CARBOXIMETHYLQUITOSAN - NANOPARTICLES OF SILVER
IN FILTERS FOR THE TREATMENT OF WATER OF RURAL
AREAS OF CAMANA, AREQUIPA

ABSTRACT

A filter made of a nanocomposite of clay — carboximethylchitosan — silver nanoparticles was
created to eliminate bacteria and anions in water for human consumption.

The silver nanoparticles were obtained by reduction of silver nitrate 1mM, with carboximethyl
chitosan at 0.01% and sodium borohydrido 2mM as starter of the reduction. Then the clay
filters were made with wood sawdust as the pore maker in a 2:1 proportion; it was molded,
dried and sinterized at 800°C for 3 hours. Quickly the filters were impregnated with the
colloidal dispersion of carboximethyl chitosan — silver nanoparticles by immersion for 12
hours.

Four water sampling points were defined: Huacapuy, La Punta, Plaza de Quilca, Caleta de
Quilca. When evaluating the filtering capacity of the filters, it was found that the following
were removed: conductivity 84.03% in La Plaza de Quilca, sulfates 85.48% in La Plaza de
Quilca; 93.93% chlorides in La Plaza de Quilca. On the other hand, fecal coliform bacteria
and total coliforms were removed 100% at La Punta and Plaza de Quilca. No coliform
bacteria were found in Huacapuy or in the Caleta de Quilca. So it can be confirmed that the
results have a significant removal percentage in the elimination of anions, in terms of total
coliform bacteria and fecal coliforms were removed in its entirety.

Key words: clay, filter, carboximethyl chitosan, silver nanoparticles, nanocomposite.

INTRODUCCION

La nanotecnologia es el estudio, disefio, creacion, sintesis, manipulacion y aplicacion de
materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control de la materia a nanoescala,
y la explotacion de fenomenos y propiedades de la materia a nanoescala, a esta escala los
atomos y moléculas, muestran fenomenos y propiedades totalmente nuevas. Por lo tanto,
cientificos utilizan la nanotecnologia para disefiar materiales novedosos y poco costosos con
propiedades unicas'.

Estos fenomenos se rigen bajo las leyes de la termodinamica coloidal y sus propiedades estan
entre los fendmenos mecanico cuanticos y los mecanico clasicos, estas nuevas propiedades
son las que los cientificos aprovechan para sintetizar nuevos materiales (nanomateriales)
o dispositivos nanotecnologicos, de esta forma la Nanotecnologia promete soluciones a
multiples problemas que enfrenta actualmente la humanidad como: ambientales, energéticos,
de salud (nano medicina), y muchos otros; sin embargo, estas nuevas tecnologias pueden
conllevar a riesgos y peligros si son mal utilizadas?.
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Los nanomateriales son una nueva clase de materiales, ya sean ceramicos, metales,
semiconductores, polimeros o una combinacion de estos 0 nanocompdsitos, en los cuales,
por lo menos uno de sus componentes, tiene una de sus dimensiones entre 1 y 100 nm;
representan una transicion entre moléculas, atomos y un material con dimensiones de solido
volumétrico. Debido a su tamaio reducido a nanémetros, las propiedades fisicoquimicas
difieren del mismo material, de las moléculas y los atomos®.

El tratamiento de agua para consumo es una opcion viable para mejorar y asegurar la
calidad del agua, principalmente en lugares que no cuentan con sistemas de tratamiento, o
los sistemas existentes operan de manera deficiente o existen condiciones de sequia, en el
estudio comparativo de dos sistemas de filtracion para agua de consumo casero?, se evaluaron
dos sistemas: un filtro de 1 vela (1VC) y otro de 2 velas ceramicas (2VC) durante seis meses.
Se evaluo la eficiencia de reduccion de turbiedad y E. coli. Se empled un sustrato sintético
cuyo valor promedio de turbiedad fue de 32,7+ 2,81 UNT y 3,9x105 UFC/100mL de E. coli.
Los resultados mostraron que ambos sistemas de filtracion lograron reducir la turbiedad a
valores promedio de 0,28 UNT (99 % de eficiencia) y eliminar E. coli entre 99,99 y 100 %.
No se encontraron diferencias estadisticas significativas en términos de la calidad de agua
filtrada por ambos sistemas.

Se aplica un método convencional para producir ceramicos porosos, por adicion y pirolisis
de un material organico: el almidon, que actiia como formador de poros. Las suspensiones
acuosas de (52-55 V%) de la mezcla zirconio, se estabilizaron con una solucion de poliacrilato
de amonio comercial como dispersante y se consolidaron en moldes de plastico a 90°C por 30
minutos. Luego se sinterizaron entre 1000 - 1500°C por 2 h. Las caracteristicas del producto
se evaluaron por medidas de densidad, contraccion volumétrica, intrusion de mercurio y la
evolucion de las fases cristalinas por difraccion de rayos X (DRX) y microscopia electronica
de barrido (SEM). Se encontr6 que las propiedades microestructurales del ceramico (volumen
de poros, relacion entre porosidad abierta y cerrada, distribucion de tamafio, morfologia de los
poros) dependen de la cantidad de almidon adicionado y de la temperatura de sinterizacion®.

PARTE EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental se realizo en los Laboratorios del Departamento Académico de
Quimica de la Universidad Nacional San Agustin de Arequipa.

Las muestras de arcilla, usadas como matriz del nanocompdsito, fueron muestreadas en el
distrito de Yarabamba, que se encuentra situado al suroeste de la ciudad de Arequipa, cuyas
coordenadas son: Latitud: -16.5481, Longitud: -71.4775; 16° 32" 53" Sur, 71° 28" 39" Oeste,
se dispusieron en bolsas de plastico herméticas y fueron transportadas al laboratorio para su
caracterizacion. En cuanto a la estructura y composicion de la arcilla, se realizo por técnicas
de microscopia electronica de barrido (SEM - EDX), en la caracterizacion fisicoquimica se
determinaron los siguientes parametros: pH, sales solubles, bases intercambiables, capacidad
de intercambio de cationes (CIC) y densidad absoluta®.
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La obtencion de nanoparticulas de plata fue por reduccion quimica de nitrato de plata con
carboximetilquitosano utilizando borohidruro de sodio 2mM como iniciador de la reduccion;
la evaluacion del plasmon de las nanoparticulas de plata se realizd por espectroscopia UV-
visible y dispersion de luz dinamica (DLS)’.

Los filtros se obtuvieron haciendo una mezcla de arcilla-aserrin (como formador de poros,
en la proporcion de 2:1) y agua para formar una pasta, se moldeod, se secod y se llevo a
sinterizacion a 800°C por tres horas. Posteriormente, los filtros se trataron por el método de
inmersion en la dispersion coloidal de nanoparticulas de plata-carboximetilquitosano por 12
horas, se secaron y con estos filtros se realizaron las pruebas del agua en estudio'.

En el agua de consumo humano, se midieron las siguientes variables: pH, conductividad,
turbiedad, cloruros, sulfatos, fluoruros, nitratos, nitritos, fosfatos y recuento de
microorganismos; numeracion de coliformes totales, numeracion de coliformes fecales
(NMP), por los métodos de la AWWA, antes y después del filtrado8 y de esta forma se
determiné la eficacia del filtro. Los puntos de muestreo del agua fueron: Huacapuy, La
Punta, Plaza de Quilca, Caleta de Quilca, situados en Camana ubicada en la parte sur
occidental de Arequipa, cuyas coordenadas son: Latitud: -16.6238, Longitud: -72.7105;
16° 37" 26" Sur, 72° 42’ 38" Oeste. Las pruebas se realizaron con el agua antes de filtrar,
con el agua pasada por el filtro impregnado con la dispersion coloidal del nanocompdsito:
carboximetilquitosano-nanoparticulas de plata. En la figura N°1 se observa el diagrama
de bloques de proceso de obtencion y funcionamiento de los filtros con el nanocomposito
arcilla- carboximetilquitosano-nanoparticulas de plata.
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 1. Diagrama de bloques de la obtencion y funcionamiento del filtro con el
nanocomposito arcilla- carboximetilquitosano-nanoparticulas de plata.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Sintesis de nanoparticulas de plata:

Lasintesis se hizo por reduccion quimica del nitrato de plata 1 mM9 con carboximetilquitosano
y borohidruro de sodio 2mM como precursor de la reaccion, de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

4 AgNO, + NaBH, + 3H,0 — 4Ag + H,BO, + 3HNO, + NaNO, + 2H,

Al realizar la sintesis se observé una solucion de color amarillo por la resonancia del plasmoén
de las nanoparticulas de plata, lo que indica su presencia.

2. Evaluacién de las nanoparticulas de plata por espectroscopia UV-visible

Al caracterizar las nanoparticulas por UV-visible, se encontr6 que el maximo de absorbancia
se encuentra entre 410 nm y 420 nm, lo que es una caracteristica de la presencia de
nanoparticulas esféricas de plata. Metales como la plata, que posee electrones libres, muestra
un plasmon de resonancia en el espectro visible, dando lugar a colores no observados en los
mismos materiales a escala macrométrica''. Por ejemplo, las nanoparticulas de plata muestran
una intensa SPR (resonancia de plasmones superficiales) principalmente en los intervalos de
longitud de onda de 410-420 nm, como se observa en la figura 2:

Nanoparticulas de Plata

~
/\

\
~—

300 400 500 600 700

Absorbancia (u.a.)

A (nm)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Espectro UV-visible de las nanoparticulas de plata

Se observa un maximo de absorbancia entre 410 nm y 420 nm, lo que es una caracteristica de
la presencia de nanoparticulas de plata, por la resonancia de plasmones superficiales.

3. Evaluacion del tamafio las nanoparticulas de plata por dispersion de luz dindmica
(DLS)

Enlaevaluacion por dispersion de luzdinamica (DLS), se determino el didmetro hidrodindmico
de las nanoparticulas de plata, en los histogramas de distribucion, se encuentran tamafios de
2,716 nm, 11,05 y 67,63nm; lo que se observa en la figura 3:
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 3. Gréfica del histograma de los didmetros hidrodindmicos de las nanoparticulas de
plata por dispersion de luz dinamica (DLS)

En el histograma de los diametros hidrodinamicos de las nanoparticulas de plata, se observa
una distribucion polidispersa con tamaiios de diametro hidrodinamico alcanzado de 2,716 nm
enun 8,7 %; 11,05nm enun 11,8 % y 67,63nm en un 78,4 %; tamafio menor a 100 nm, lo que
ratifica la presencia de nanoparticulas.

4. Caracterizacion fisicoquimica de la arcilla
A continuacion, en la tabla 1, estan los resultados de las propiedades fisicoquimicas de la

arcilla:

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de la arcilla

Muestra  pH Sales Bases CIC Densidad Humedad Carbonatos
solubles intercambiables  (Capacidad de g/cm? % %
g8/% % intercambio de
cationes)
meq/100g
Arcilla 5,6 0,06 27,84 16,60 1,595 3,608 0,00

Fuente: Elaboracion propia

Al caracterizar la arcilla, se encuentra que tiene un alto valor de bases intercambiables: 27,84 %,
asi como alto valor de capacidad de intercambio i6nico (CIC) de 16,60 meq/100g, por lo que
seria facil que salgan estas bases o cationes, creando espacios libres.

5. Obtencion del filtro de arcilla-aserrin

Los filtros arcilla-aserrin se obtuvieron mezclando arcilla pulverizada a malla 100 y aserrin
de madera pulverizado a malla 100, en una proporcion 2:1 con agua, se moldearon, se secaron
y se llevaron a la temperatura de 800°C, obteniéndose un ceramico duro de color rojizo. La
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porosidad es una propiedad importante que posee un filtro ceramico, ya que de esta depende
el flujo de filtracion de agua, esta porosidad se obtiene por el aserrin presente en la mezcla 'y
se produce cuando el filtro es sometido a temperaturas superiores a los 800 °C.

6. Caracterizacion morfolégica por SEM-EDX de la ceramica obtenida
A continuacién se observa la microfotografia de la ceramica obtenida (figura 4):

01363 GV 25 -YIC-‘.’[: J)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 4. Microfotografia de la ceramica

La microfotografia tomada por SEM presenta una magnificacion de las superficies de 100
mil veces, se observa la estructura de la ceramica con cristalizaciones correspondientes a
la morfologia tipica de la arcilla en tamafios de 50 nm a 200 nm. Asimismo, se observa
una fase no homogénea con depresiones pequefias. La fase mas dominante son superficies
homogéneas.

Podemos observar también el espectro de los resultados del microanalisis elemental de la
ceramica obtenida por EDX (figura 5):
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 5. Microanalisis elemental de la ceramica obtenida por EDX
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En este espectro se puede observar diferentes sefiales que muestran mayor proporcion de
oxigeno, silicio, seguida por el aluminio, carbono y hierro y en menor proporcién como
minoritarios: potasio, calcio, magnesio y sodio.

La composicion general indica que existe una elevada cantidad de silicio y oxigeno (silicatos),
cantidades menores de carbonato de calcio (calcita) y, probablemente, pequeiias fracciones
de silicatos de aluminio y magnesio en forma de micas o feldespato y 6xidos de hierro.

7. Proceso de inmersion del filtro en la dispersion coloidal de carboximetilqui-tosano-
nanoparticulas de plata

Se incorporaron las nanoparticulas al filtro por el método de inmersion in situ, que consiste
en sumergir el filtro en la solucion de nanoparticulas de plata-carboximetilquitosano durante
12 horas, se secaron a temperatura ambiente y con estos filtros se realizaron las pruebas.

8. Caracterizacion morfolégica por SEM-EDX del nanocomposito: ceramica -
carboximetilquitosano-nanoparticulas de plata

A continuaciébn se observa una microfotografia del nanocomposito: ceramica
carboximetilquitosano-nanoparticulas de plata (figura6):

&2234 kv &n)d&ké&U) :

Fuente: Elaboracion propia

Figura 6. Microfotografia del nanocomposito

La microfotografia tomada por SEM presenta una magnificacion de las superficies de 100 mil
veces, se observan cristalizaciones correspondientes a la morfologia tipica de la arcilla, con
tamafios entre 20 nm y 100 nm y una capa que cubre las cristalizaciones, que corresponderia
al carboximetilquitosano con nanoparticulas de plata.

Podemos observar también el espectro de los resultados del microanalisis elemental de la
ceramica obtenida por EDX (figura 7):
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 7. Analisis EDX de la ceramica obtenida

En este espectro se puede observar diferentes sefiales que muestran mayor proporcion de
oxigeno, sodio, silicio, azufre seguida por el carbono, boro, nitrégeno, aluminio y en menor
proporcion, como minoritarios: potasio, magnesio y es notoria la presencia de plata por las
nanoparticulas de plata.

9. Propiedades fisicoquimicas y bacterioldgicas de las aguas en estudio antes y después
del filtrado.

Para realizar este paso, se filtraron las aguas en estudio con el filtro ceramico obtenido y
se realizaron las siguientes pruebas de las fisicoquimicas: pH, conductividad, turbiedad,
aniones'?; asimismo, de las propiedades bactericidas del nanocompdsito, determinando el
recuento de microorganismos: Numeracion de coliformes totales, numeracion de coliformes
fecales, usando métodos estandar de la AWWA!3. Las pruebas se realizaron con las muestras
de agua antes y después del filtrado. A continuacion se muestra la tabla 2 con los resultados
obtenidos.
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Para hacer el analisis de los resultados se hizo la tabla 3, donde se aprecian los valores antes
de filtrar, los cuales sobrepasaron los valores permitidos por la Superintendencia Nacional
de Servicios de Saneamiento (SUNASS) y que luego del filtrado disminuyeron hasta valores
normales:

Tabla 3. Tabla Resumen de los valores fisicoquimicos y bacteriologicos que sobrepasaron
los valores establecidos antes y después de filtrar.

Variables Normatividad Huacapuy La Punta Plaza de Quilca | Caleta de
(SUNASS) Quilca
Ant. Filt. Desp. Filt. | Ant. Filt. Desp. Ant. Filt. Desp.Filt. | Ant. Desp. Filt.
Filt. Filt.
Conductiv. (uS) 1500 1180 520 1590 570 5260 840 5050 872
Cl- mg/L 250 112 96,4 146,3 102,56 1344,6 81,57 1 356,67 87,05
(SOs)* (mg/L) 250 236,32 156,45 3452 205,2 16116 2349 16214 246,6
C.F.(UFC/100ml) 0 (ausencia) <11 <11 11 <11 92 <Ll <Ll <Ll
C.T.(UFC/100ml) 0 (ausencia) <11 <11 1,6 <11 2,2 <Ll <Ll <Ll

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 3 se observa que, comparando los valores establecidos segun (SUNASS) con los
valores encontrados en los diferentes puntos de muestreo, se tiene que: las aguas después
del filtrado aplicando el nanocompdsito, se encontrd que remueven en mayor proporcion
los siguientes valores: conductividad: 84,03 % en La Plaza de Quilca, sulfatos 85,42 % en
La Plaza de Quilca, cloruros 93,93 % en La Plaza de Quilca. Por otro lado, las bacterias
coliformes fecales y coliformes totales se removieron en 100 % en La Punta y en la Plaza de
Quilca. No se encontraron bacterias coliformes en Huacapuy ni en la Caleta de Quilca. Por lo
que se puede confirmar que los resultados tienen un porcentaje de remocion significativo en
la eliminacion de aniones y en cuanto a las bacterias coliformes totales y coliformes fecales
en su totalidad.

10. Funcionamiento del filtro

El procedimiento se basa en la microfiltracion a través de un material poroso, donde los
poros de los filtros tienen un tamafio entre 0,6 y 0,3 um, determinado aproximadamente
por SEM. Segun Van Der L.H." si el tamafio de poro seria de 0,1 pm el filtro no necesitaria
desinfectante para la eliminacion de Escherichia coli que tiene un tamaio entre 0,5 a 1 um.

Por otro lado, segiin Ludefia J.14, la presencia de nanoparticulas de plata, cerca de un virus,
hongo, bacteria o cualquier otro microbio patdgeno unicelular, incapacita la enzima del
metabolismo del oxigeno y en pocos minutos el microbio patdogeno se sofoca, muere y es
eliminado del cuerpo por los sistemas inmunologico y linfético.

Vidal S." indica que si la plata se une a la membrana celular de las bacterias, estas

incrementan su tamaio y contenido citoplasmatico y presentan anormalidades que resultan
en lisis celulares y muerte.
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Segun los resultados obtenidos de Lantagne, los filtros a base de arcilla y aserrin forman poros
de 0,6 a 3 um lo cual se determind por SEM y se eliminan microorganismos como parasitos
entre ellos Giardia y Cryptosporidium que oscilan en 5 - 7 um y 5 um, respectivamente, en
un 99,99 % pero no un 100 % por lo que es necesario la impregnacion de la plata coloidal ya
que remueve totalmente a las bacterias.

CONCLUSIONES

Al aplicar a las muestras de aguas en estudio, el sistema filtrante a base del nanocomposito
arcilla - carboximetilquitosano - nanoparticulas de plata, se mejoro la calidad de las aguas
contaminadas con bacterias y sustancias quimicas, produciendo agua apta para el consumo
humano, por lo que se desarrolla un sistema filtrante de bajo costo, tecnologia simple,
ecologicamente aceptable y economicamente accesible a las poblaciones rurales de bajos
recursos.

Después del filtrado de las aguas usando el nanocomposito, se encontrdé que remueven en
mayor proporcion los siguientes valores: conductividad: 84,03 % en La Plaza de Quilca,
sulfatos 85,42 % en La Plaza de Quilca, cloruros 93,93 % en La Plaza de Quilca. Por otro
lado, las bacterias coliformes fecales y coliformes totales se removieron en 100 % en La
Punta y en la Plaza de Quilca. No se encontraron bacterias coliformes en Huacapuy ni en la
Caleta de Quilca. Por lo que se puede confirmar que los resultados tienen un porcentaje de
remocion significativo en la eliminacion de aniones y en cuanto a las bacterias coliformes
totales y coliformes fecales en su totalidad.
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ESTEROLES PRESENTES EN EL EXTRACTO APOLAR DE LAS
RAICES DE AJO SACHA Mansoa alliacea

Jenny E. Grovas Llamocca?®, Elena A. Condor Cuyubamba?,
Ingrit E. Collantes Diaz®, Victor M. Reyna Pinedo®*

RESUMEN

A partir del extracto apolar de las raices de Ajo sacha Mansoa alliacea colectadas en el
Jardin Botanico del Centro de Rehabilitacion de Adicciones y de Investigacion de Medicinas
Tradicionales - Takiwasi (Tarapoto, region San Martin, en la Amazonia peruana) se
identificaron el estigmasterol (90,36 %) y el y- sitosterol (8,76 %) como sus principales
esteroles, los cuales fueron analizados mediante cromatografia de gases e identificados
mediante sus espectros de masas. Adicionalmente, se realizd el andlisis cualitativo de sus
metabolitos secundarios.

Palabras clave: ajo sacha, Mansoa alliacea, estigmasterol, y- sitosterol, esteroles.

STEROLS PRESENT IN THE APOLAR EXTRACT OF GARLIC
ROOTS OF GARLIC SACHA Mansoa alliacea

ABSTRACT

From the apolar extract of the roots of garlic Sacha Mansoa alliacea collected in the
Botanical garden of Center of Rehabilitation of addictions and research of traditional
medicines — Takiwasi (Tarapoto, San Martin region, in the Peruvian Amazon) identified
stigmasterol (90,36 %) and y-sitosterol (8,76 %) as their main sterols, wich were analyzed
by gas chromatography and identified by their mass spectra. In addition, was the qualitative
analisys of the secondary metabolites.

Key words: Garlic sacha, Mansoa alliacea, stigmasterol, y- sitosterol, sterols.

* Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Ingenieria, Av. Tipac Amaru 210, Lima 25 - Peru,
" vrey26@yahoo.es
® Facultad de Ingenieria Quimica y Textil, Universidad Nacional de Ingenieria.

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



514 Jenny E. Grovas Llamocca, Elena A. Condor Cuyubamba, Ingrit E. Collantes Diaz, Victor M. Reyna Pinedo

INTRODUCCION

El Pert es uno de los doce paises con mayor diversidad biologica del mundo, conocidos
como paises megadiversos, tanto por el nimero de especies y de recursos genéticos como por
la variedad de ecosistemas. Se calcula que posee 25 mil especies de plantas conocidas, de las
cuales 5354 son endémicas de nuestro pais'.

Esta riqueza vegetal permitio el desarrollo de la medicina tradicional y el uso de plantas
medicinales en la practica médica de las diversas culturas prehispanicas de nuestro pais, en
sus tres regiones, Costa, Sierra y Amazonia, uso tradicional que contintia hasta nuestros dias.

El “ajo sacha”, Mansoa alliacea (sinonimos: Adenocalymma alliaceum y Pseudocalymmma
alliaceum)' es una especie que se encuentra, sobre todo, en los bosques primarios de zonas
tropicales. Comparte su habitat con especies como el aguaje, algodon, chuchuwasi, ufia de
gato, uvilla. En el Pert se encuentra, principalmente, en zonas de la selva alta y baja en las
regiones de Amazonas, Huanuco, Loreto y San Martin?.

Es una planta muy utilizada con fines medicinales por los grupos étnicos de la Amazonia
peruana. Sus hojas, raices y cortezas son utilizadas en diferentes preparaciones para tratar
una variedad de dolencias. Su principal uso es como antirreumatico, para tratar dolores e
inflamaciones articulares y musculares en general. También se la utiliza para bajar la ficbre
y para los dolores de cabeza’.

Las raices y cortezas son preparadas en maceracion alcohdlica para tratar internamente el
reumatismo y la artritis. Las hojas son empleadas en infusion como analgésico general o en
emplastos para tratar externamente dolores en general (muscular, articular, de cabeza). Como
planta maestra y tonico reconstituyente, se prepara la maceracion acuosa de la raiz’.

En el Centro Takiwasi preparan la tintura de ajo sacha por un proceso de maceracion de los
tallos molidos en una mezcla de alcohol y agua (producto que es comercializado en todo el
Pert).

En la bibliografia hemos encontrado un estudio fitoquimico relativo a las raices de ajo sacha

(M. alliacea)®. Las otras publicaciones estan referidas a los constituyentes presentes en las
partes aéreas de esta planta (hojas y tallos)*! (tabla 1).
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Tabla 1. Estudios quimicos publicados acerca de ajo sacha (Mansoa alliacea)

N° Parte Procedencia Constituyentes quimicos Referencia
vegetal  de la planta
| Raices y Indi Analisis cualitativo; Patel et al.
Hojas ndia analisis cuantitativo (fenoles) (2013)?
. . Compuestos fen(')licos (ltrxt.eolina, Faccin et al.
2 Hojas Brasil Ac. p- cumarina, Ac.fenolico, etc.) 4
(2017)
3 Hojas Brasil gzﬂzgisam;ge?::gﬁzogAC' p- Da Silveira et al.
> (2015)°
4 Hojas Brasil Triterpenoides Gobo et gl‘
(4cido betulinico) (2016)
5 Tallos Peru- Naftoquinonas Ttokawaq e7t al.
Iquitos (1992)
6 Hojas Brasil Triterpenos (Ac ursélico Trindade et al.
y Ac. Oleanélico) (2007)8
7 . Pert-Madre Compuestos organosulfurados Olivera etgal.
Hojas de Dios (alil trisulfito, dialil disulfito) (2013)
8  Tallosy Pert Quinonas Lock (2016)°
corteza (o-lapachonas) Alvarez et al.
(1993)1
9 Hojas India Triterpenos pentaciclicos Misra et al.
(1995)12
10 Hojas India Compuesto 6rgano sulfurado Apparao et al.
(alliina) (1981)"3

Al respecto, es pertinente tener presente que la composicion quimica de una planta puede
variar mucho segun la parte de la planta que estamos tratando: las flores tienen diferentes
constituyentes que las hojas, y estas pueden ser muy diferentes que las presentes en las raices
o tallos. Asimismo, la composicién quimica de la planta varia mucho en funcién de varios
factores, tales como las condiciones de siembra de la planta (tipo de suelo, altitud, humedad y
temperatura ambiental), la edad de la planta, la época y hora de colecta, etc.!*. Igualmente,
segun el lugar geografico, una especie vegetal cultivada en la India puede tener una
composicion muy diferente a la misma planta (especie) cultivada en la Amazonia peruana.

Los esteroles (fitosteroles) son alcoholes esteroidales constituidos por un anillo tetraciclico
del ciclopentano [a] fenantreno con una larga cadena lateral flexible, enlazada al atomo de
carbono 17 (figura 1). Los cuatro anillos, denominados A, B, C y D, de izquierda a derecha,
tienen enlaces de anillo trans, formando un sistema plano o. Los mas representativos son
el B-sitosterol, el estigmasterol y el campesterol. El y-sitosterol es un 24p-epimero del
[-sitosterol. Los sitosteroles se diferencian del estigmasterol solo en que la cadena lateral
del sitosterol es saturadal6. El B-sitosterol es el principal esterol presente en las plantas,
mientras que muy poco se ha publicado acerca del y-sitosterol'.
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Figura 1. Estructura de los principales fitosteroles

Propiedades farmacolégicas de los esteroles

Debido asumayor presenciaen las plantas, se han estudiado mas las actividades farmacologicas
del B-sitosterol y del estigmasterol17, pero poco se ha reportado acerca del y-sitosterol16. El
estigmasterol inhibe marcadamente los tumores en carcinogénesis en ratas y presenta efecto
inhibitorio sobre la transcriptasa reversa del VIH17; ademas, se ha verificado que posee
potenciales propiedades antiinflamatorias18. Extractos vegetales que contienen de 10-20 %
de y-sitosterol exhiben un amplio rango de actividad citotoxica frente a células cancerosas19.

A continuacion se describe el estudio quimico cualitativo y el analisis mediante cromatografia
de gases acoplada con espectrometro de masas (CG-EM) que permitié la identificacion
de dos esteroles presentes en las raices de “ajo sacha” (Mansoa alliacea), estigmasterol y
y-sitosterol.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y equipos
Para las cromatografias en capa fina (CCF) se utilizaron placas de silica Kieselgel 60 F254,0,2
mm (Riedel de Haén) y las cromatografias en columna (CC*) se realizaron sobre silica gel.

* CC: Sigma-Aldrich, tamafio de poro 60 A, tamafio de particula 35-75 pum.

Una muestra botanica de esta planta fue colectada en dicho Centro en el mes de febrero de 2014 e identificada por la
Dra. Hayde¢ Montoya T., Jefa del Herbario San Marcos del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (05.May.2014).
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El analisis e identificacion de esteroles se realizoé en un cromatoégrafo de gases acoplado a
masas (CG-EM), cromatografo SHIMADZU, GC-2010 Plus, con automuestreador: AOC-
6000, y detector de espectrometria de masas SHIMADZU, GCMS-QP210 Ultra. Columna
GC: RESTEK. RTX-5MS, 30m x 0.25 mm ID x 0.25 um df. Serial: 1346249.

Material vegetal

Las raices de ajo sacha (Mansoa alliacea) se colectaron en el Jardin Botanico del Centro de
Rehabilitacion de Adicciones y de Investigacion de Medicinas Tradicionales — Takiwasi, en
el mes de febrero de 2017 por el Dr. Fernando Mendive, Director Cientifico.

La muestra fue cortada en trozos pequefios y se sec6 a 400C por 70 dias. Se pulverizo a grano
semifino en un molino doméstico.

Analisis cualitativo
El analisis cualitativo (marcha fitoquimica) se realizo por duplicado segin el método descrito
por Rondina & Coussio®.

Extraccion, separacion e identificacién de esteroles

Extraccion

Las raices secas y molidas (196,15 g) se maceraron en éter de petroleo (1,3 L), a temperatura
ambiente durante 24 horas. El extracto organico (aprox. 500mL) se retir6 con ayuda de una
pipeta volumétrica de 50 mL. Esta extraccion por maceracion a temperatura ambiente se
repitid tres veces adicionales, durante ocho, dos y cinco dias, respectivamente. Se juntaron
los extractos organicos (aprox. 2,8 L) y el solvente se elimind a 400C y presion reducida
(rotavapor), obteniéndose 643 mg de extracto bruto organico (EBO), sélido de color pardo
claro.

Separacion por cromatografia en columna (CC)

El EBO (643 mg) fue fraccionado mediante cromatografia en columna sobre silica Gel*,
utilizando como eluente, primero, una mezcla de acetato de etilo-EtOAc en éter de petrdleo
(10 % y 20 %, respectivamente), luego, acetato de etilo en cloroformo-CHCI3 (50 %) y
finalmente metanol-MeOH, obteniéndose en total 52 fracciones (de 10 mL c/u), las cuales,
luego de ser analizadas mediante cromatografia en capa fina (CCF)**, fueron reunidas en
ocho grupos (extractos G1 a G8).

Al evaporar el solvente del extracto G4 (70 mL), mediante destilacion a vacio (rotavapor), se
observo la formacion de cristales blancos impuros (55,5 mg), los cuales fueron parcialmente
purificados mediante recristalizacion con éter de petréleo, obteniéndose 23,4 mg de un sélido
blanco amarillento (al que continuamos denominando extracto G4).

* Silica gel de alta pureza, de tamafio de poro 60 A de 220-440 mesh.
" CCF: Placas de Kieselgel 60 F254, 0,2 mm (Riedel de Haén), eluente: éter: acetato de etilo (9:1), revelador: H2SO4
al 50 %.
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Analisis del extracto G4 por CG-EM

La inyeccion de la muestra se realizo por el modo “Split” con una relacion 1:10, siendo la
temperatura del inyector, la interfase y el detector, 280 0C, 250 0C, y 200 0C, respectivamente.
El volumen de inyeccién empleado fue 0,5 pl de la muestra preparada (1,2 mg/mL CH,Cl,).

La separacion cromatografica se realizd en una columna Rtx-SMS (Crossbond 5 %, difenil
95 %, dimetil polisilano) (30m x 0,25 mmx0,251 m) y como gas portador se utilizo He 99,99
% de pureza, con un flujo de 0,8 mL/ml. La temperatura del horno se programé a 240 0C,
con aumento de temperatura de una velocidad de 10 OC/min. hasta 265 0C, temperatura
que permanecié durante 40 minutos. El detector operd el modo de ionizacion por impacto
electronico (IE) (70 eV) a 2000C. La deteccion se realizo en el modo de barrido desde 35 a
500 m/z.

Identificacion de esteroles por EM

La identificacion de los compuestos analizados mediante CG pudo realizarse comparando
sus espectros de masas (patrones de fragmentacion) con aquellos presentes en la base de
espectros de masas NIST-2014, incorporado en el equipo CG-EM.

Ademas, se compararon los espectros de masas obtenidos con aquellos publicados en la
bibliografia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis cualitativo

El analisis cualitativo mostr6 que las raices de ajo sacha (Mansoa alliacea) contiene
aminogrupos primarios o secundarios, grupos fenolicos libres, triterpenos y esteroides,
quinonas, antronas o antranoles, alcaloides y catequinas.

Analisis e identificacion de esteroles por CG-EM
La figura 2 muestra el cromatograma obtenido mediante cromatografia de gases del extracto
G4.

|
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Figura 2. Cromatograma de iones totales obtenido a partir del extracto G4
de las raices de ajo sacha (Mansoa alliacea)
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En la tabla 2 se presentan solo los dos compuestos mayoritarios del extracto apolar de las
raices del ajo sacha, los esteroles: estigmasterol (90,36 %) y y-sitosterol (8,76 %,). Los otros
16 constituyentes reportados por el equipo tienen concentraciones inferiores a 0,23 % (uno
de ellos) y el resto porcentajes inferiores a 0,09 %.

Tabla 2. Compuestos identificados con el empleo de la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas

Compuesto Tr (min) Area de Pico (%)
Estigmasterol 21,423 90,36
y-sitosterol 23,968 8,76

El equipo CG-EM proporciona los espectros de masas que corresponde a cada compuesto
analizado (segiin su tiempo de retencidén) y proporciona los espectros de masas de las
sustancias de referencia que estan registrados en la base de espectros del equipo, resultando
positiva la identificacion de ambos esteroles.

El espectro de masas del compuesto mayoritario (90,36 %, figura 3) resulto similar al
espectro del estigmasterol (registrado en la base de espectros del equipo), ambos con el pico
ion molecular de 412 m/z.

10

I 40 70 100 (30 160 190 220 250 280 310 30 370 400 430 460
Figura 3. Espectro de masas del estigmasterol presente en el extracto apolar
de las raices del ajo sacha (Mansoa alliacea).

Ademas, este espectro de masas (figura 3) es similar al publicado por Mangas R. et al.
(2008), en el analisis por CG-EM del extracto apolar de Clusia minor L.", e identificado
como estigmasterol.

El espectro de masas del compuesto secundario (8,76 %, figura 4) resulto similar al espectro
del y-sitosterol (registrado en la base de espectros del equipo), ambos con el pico ion
molecular de 414 m/z.

10040 70 100 130 160 190 20 250 250 310 M0 370 400 430 460
Figura 4. Espectro de masas del y-sitosterol presente en las raices del ajo sacha
(Mansoa alliacea).
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Ademas, este espectro de masas (figura 4) es similar al publicado por Sheng & Chen (2009)',
e identificado como y-sitosterol.

CONCLUSIONES

A partir del extracto apolar de las raices de ajo sacha, colectadas en el Jardin Botanico
del Centro Takiwasi (Tarapoto, region San Martin, Amazonia peruana), se identificaron el
estigmasterol (90,36 %) y el y-sitosterol (8,76 %) como sus principales esteroles.

AGRADECIMIENTO

Se agradece al Vicerrectorado de Investigacion de la Universidad Nacional de Ingenieria,
por el apoyo econdémico brindado para la realizacion de este trabajo de investigacion, al
Dr. Fernando Mendive, Director Cientifico del Centro de Rehabilitacion de Adicciones y de
Investigacion de Medicinas Tradicionales - Takiwasi por la muestra proporcionada. Al Mag.
Pedro Baldera Aguayo por la informacion bibliografica y la revision del presente articulo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Brack A. Diccionario enciclopédico de plantas ttiles de Pert. Cusco: Centro de Estudios
Regionales Andinos “Bartolome de las Casas™; 1999.

2. Ajosacha. [Internet] Laboratorio de Productos Naturales, Centro Takiwasi; 2013 [citado
13 abril 2018]. Disponible en: http://www.newlab.takiwasi.com/productos/AjoSachaEC.
pdf

3. Patel I, Sipai S, Rathod D, Shrimali G, Patel A, Rami E. Phytochemical studies on
Mansoa alliacea (Lam.). IJAPR. 2013; 4(6): 1823-1828.

4. Faccin H, Loose RF, Viana C, Lameira OA, Machado de Carvalho L. Determination
of phenolic compounds in extracts of Amazonian medicinal plants by liquid
chromatography-electrospray tandem mass spectrometry. Anal Methods. 2017; 9: 1141-
1151.

5. DaSilveira GD, Jung Motta M, Sabo Muller L, Lameira O, Athayde ML, Piana M. et. al.
Determination of Phenolic Antioxidants in Amazonian Medicinal Plants by HPLC with
Pulse Amperometric Detection. J Liq Chromatogr Relat Technol. 2015; 38: 1259-1266.

6. Gobo LA, Viana C, Lameira OA, Machado de Carvalho L. A liquid chromatography-
atmospheric pressure photoionization tandem mass spectrometric (LC-APPI-MS/
MS) method for the determination of triterpenoids in medicinal plant extracts. J] Mass
Spectrom. 2016; 51: 558-565.

7. Itokawa H, Matsumoto K, Morita H, Takeya K. Cytotoxic naphthoquinones from
Mansoa alliacea. Phytochem. 1992; 31(3): 1061-1062.

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



Esteroles presentes en el extracto apolar de las raices de ajo sacha mansoa alliacea 521

8. Trindade NS, Almeida ES, Arruda AC, Arruda MSP, da Silva MN, Santos LS, et al.
Triterpenos Isolados das Folhas de Mansoa alliacea (Bignoniaceae). En: 30° Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 31 mayo — 03 junio 2007; Aguas de Lindoia,
Sdo Paulo, Brasil.

9. Olivera-Condori M, Flores-Arizaca J, Vasquez Zavaleta T, Ocsa-Borda E. Propiedades
Fisicoquimicas y Bioactivas in Vitro del aceite esencial de Mansoa alliacea (LAM.) A.
GENTRY. EI CEPROSIMAD. 2013; 2(1): 96-102.

10. Lock O. Investigacion Fitoquimica. Métodos en el estudio de Productos Naturales.
Lima: Pontificia Universidad Catdlica del Pert; 2016.

11. Alvarez C, Hubiecki P, Lock O, Elin E. Quinonas de Pseudocalymma alliaceum. En: 11
Congreso Italo-Peruano de Etnomedicina, 1993; Lima, Perq.

12. Misra TN, Singh RS, Pandey HS, Prassad C. A novel pentacyclic triterpene acid from
Adenocalymma Alliaceum leaves. J Nat Prod. 1995; 58(7): 1056-1058.

13. Apparao M, Kjer A, Olsen O, Venkata E, Rasmussen K, Sorensen H. Alliin in the garlicky
taxon Adenocalymma alliaceum (Bignoniaceae). Phytochem. 1981; 20(4): 822-823.

14. Garg V, Dhar VJ, Sharma A, Dutt R. Facts about standardization of herbal medicine: a
review. Zhong Xi Yi Jie He Xue Bao. 2012;10(10):1077-83.

15. Calixto J. Efficacy, safety, quality control, marketing and regulatory guidelines for herbal
medicines (phytotherapeutic agents). Braz J Med Biol Res. 2000; 33(2): 177-189.

16. Sheng Y, Chen X-B. Isolation and identification of an isomer of B-sitosterol by HPLC
and GC-MS. HEALTH. 2009; 1: 203-206.

17. Mangas Marin R, Montes de Oca Porto R, Bello Alarcon A, Nival Vasquez A.
Caracterizacion por Cromatografia de gases/Espectrometria de Masas del Extracto
Apolar de las Hojas de Clusia minor L. Lat Am J Pharm; 2008; 27(5): 747-751.

18. Gabay O, Sanchez C, Salvat C, Chevy F, Breton M, Nourissat G. et al. Stigmasterol: a
phytosterol with potential anti-osteoarthritic properties. Osteoarthritis Cartilage. 2010;
18: 106-116.

19. Luo H, Cai Y, Peng Z, Liu T, Yangt S. Chemical composition and in vitro evaluation
of the cytotoxic and antioxidant actiovities of supercritical carbon dioxide extracts of
pitaya (dragon fruit) peel. Chem Cent J. 2014; 8: 1-7.

20. Rondina R, Coussio J. Estudio Fitoquimico de Plantas Medicinales. Rev Investig.
Agropecu. 1969; 6 (33): 351-366.

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



Recibido el 03-12-18
522 Aprobado el 21-12-18

SINTESIS DE CATALIZADORES Ru-Ni SOPORTADOS EN
v- ALO, PARA LA HIDROGENACION DE PALMITATO DE
METILO DERIVADO DEL ACEITE DE PALMA Y CONVERSION A
ALCOHOL CETILICO

Miguel Rojas?®, Harlich Castafieda®, José Luis Cconislla®, Enrique Neira?,
Rosario Sun Kou®, Gino Picasso®

RESUMEN

Se prepararon catalizadores basados en Ru-Ni soportados sobre y-Al,O, por el método de
impregnacion humeda con ajuste de pH. El area superficial de los catalizadores soportados
fue mayor que el correspondiente al soporte con isotermas de adsorcion correspondientes a
solidos micro-mesoporosos. Los difractogramas de las catalizadores reducidos Ru-Ni fueron
similares al del soporte y-Al O,, sugiriendo la formacion de fases altamente dispersas. El
analisis TGA reveld la pérdida de masa menor al 20 %, que corroboraria el paso de los
hidroxidos de rutenio y niquel hacia sus respectivos oxidos. Los perfiles de reduccion
de los catalizadores mixtos Ru-Ni/y-Al,O, mostraron menores consumos de H, que los
correspondientes al Ru/y-AlLO,, revelando posibles interacciones entre la fase metalica con el
soporte. En la hidrogenacion del palmitato de metilo, realizada en condiciones de operacion
de un reactor batch, se obtuvo mayor actividad relativa con el catalizador de Ru/ y-ALO, con
menores tiempos de reaccion, en comparacion Ru-Ni/y-ALO,. Sin embargo, la selectividad
a la formacion de alcohol cetilico aument6 del 2,8 obtenido con el catalizador basado en
Ru/y-Al O, hasta un valor de 12,5 %, con el catalizador mixto Ru-Ni/y -Al O,, indicando la
importante influencia del Ni en la formacion de sitios acidos selectivos para la hidrogenacion
del palmitato de metilo en posicion carbonilica.

Palabras clave: Ru-Ni, y-Al O, , alcohol cetilico, hidrogenacion, palmitato de metilo.
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SYNTHESIS OF CATALYSTS BASED ON Ru-Ni SUPPORTED ON
v-Al203 FOR THE HYDROGENATION OF METHYL PALMITATE
DERIVED FROM PALM OIL AND CONVERSION TO CETYL
ALCOHOL

ABSTRACT

Catalysts based on Ru-Ni supported on y-Al,O, were prepared by the wet impregnation
method with pH adjustment. The surface area of the supported catalysts was greater than
that corresponding to the support with the adsorption isotherms corresponding to micro-
mesoporous solids. The diffractograms of the reduced Ru-Ni catalysts were similar to that of
the y-ALO, support, suggesting the formation of highly dispersed phases. The TGA analysis
revealed the mass loss of less than 20 % that would corroborate the transition of ruthenium
and nickel hydroxides to their respective oxides. The reduction profiles of the Ru-Ni /y-Al O,
showed lower H2 consumption than those corresponding to Ru/ y-Al,O,, revealing possible
interactions between the metal phase and the support. In the hydrogenation of methyl
palmitate, carried out under the operating conditions of a batch reactor, the activity was
higher with the Ru /y-Al,O, catalyst with shorter reaction times, in comparison with Ru-
Ni /y-Al,O,. However, the selectivity to the formation of cetyl alcohol increased from 2.8
obtained with the Ru/ y-AL O, only up to 12.5%, with the mixed catalyst Ru-Ni/y-Al O,
indicating the important influence of Ni on the formation of selective acidic sites in the
hydrogenation of methyl palmitate in carbonyl position.

Key words: Ru-Ni, y-Al O., cetyl alcohol, hydrogenation, methyl palmitate.

273

INTRODUCCION

Hace mas de 30 afios, en la Amazonia peruana se introdujo el cultivo de la palma aceitera
como fuente de material oleaginoso para alimentos, basicamente para el consumo local. En
la actualidad las plantaciones superan las 30 000 hectareas, cuyo volumen de produccion
en aceite supera a la demanda en alimentos. Una alternativa para uso esta orientada en su
aplicacion como biocombustible, transformandolo en biodiesel, el cual ha presentado ciertos
problemas. El problema radica en la fraccion saturada que se convierte en un residuo, para
ello se ha planteado reducir el palmitato de metilo para convertirlo en alcohol cetilico,
producto de alto valor agregado por el alto consumo local en la industria cosmética. En la
actualidad, todo el alcohol cetilico que se emplea en el Perti es importado’.

La transformacion del palmitato de metilo a alcohol cetilico, mediante la reaccion de
hidrogenacion de metil ésteres requiere la utilizacion de catalizadores eficientes para la
hidrogenacion en posicion carbonilica. En particulas, catalizadores metalicos basados en un
metal noble del grupo VIII (Pt, Rh, Ru, etc.) para la activacion de moléculas de hidrogeno
y de un promotor catalitico como Ni, Co, Sn, Ge, Fe, entre otros>*, para activar el grupo
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carbonilo de la molécula reaccionante. Por otro lado, el rendimiento de estos metales puede
ser mejorado mediante el uso de un 6xido reducible como soporte: TiO,, WO,, MoO,, entre
otros, por ello es de interés cientifico encontrar un sistema catalitico mas adecuado para
obtener preferentemente alcohol cetilico. Sin embargo, algunos otros soportes como y-ALO,,
SiO, pueden jugar un rol importante en la dispersion de las particulas del catalizador que
podria contribuir junto a su acidez a la hidrogenacion selectiva en posicion carbonilica’.

Sibien existe informacion sobre la hidrogenacion de metil ésteres para la obtencion de alcoholes
a partir de acidos grasos con catalizadores de rutenio, la gran mayoria de publicaciones
aborda sistemas cataliticos rutenio-estafio soportados para hidrogenacion de metil oleato. Los
catalizadores rutenio-niquel no han sido muy estudiados para la hidrogenacion de palmitato
de metilo, sin embargo, han sido estudiados en diferentes reacciones como hidrogenacion
de acetonitrilo® benceno®, acido levulinico’, hidrogendlisis de guaiacol en fase acuosa® y de
3-hidroxipropanal9. De lo anterior, diversos autores mencionan que el sistema metalico Ru-
Ni podria mostrar una actividad catalitica superior, ademas de selectividad y resistencia a
la desactivacion que los catalizadores monometalicos’. Por eso, la utilizacién del rutenio,
en conjunto con un metal de transicion como el niquel, permitiria hacer uso de un promotor
de bajo costo y accesible en el mercado. A pesar del efecto positivo sobre la actividad
hidrogenante e hidrogenolitica, la formacion de subproductos no deseados es igualmente
importante. En condiciones industriales, alcanos y ésteres son los principales entre dichos
subproductos'.

Con esta premisa, en este proyecto se han explorado diferentes catalizadores y soportes.
En esta primera etapa se prepar6 una serie de catalizadores basados en Ru-Ni soportados
en y-ALO, con diferentes composiciones: Ru/ y-Al,O,, Ru-Ni/ y-AL,O, y Ni/ v -AlLO.y
caracterizados por anélisis termogravimétrico difraccion de rayos X, sorcion de N, y
reduccion a temperatura programada de H, para conocer sus propiedades fisicoqtimicas y
relacionarlos con la actividad catalitica. Los ensayos cataliticos se realizaron en un reactor
batch a 270 °C y 800 PSI de presion, con agitacion magnética (800 rpm), los productos de
reaccion se centrifugaron y fueron cuantificados por cromatografia de gases.

PARTE EXPERIMENTAL

Determinacion del punto de carga cero (ZP0)

Previo a la preparacion de los catalizadores soportados, se determino el punto de carga
cero del soporte, la y- AL,O,, con el objetivo de encontrar el pH adecuado de la suspension
metalica, donde la solucion precursora y el soporte estén en intimo contacto, asi como
favorecer la atraccion de las especies cationicas de Ru** y Ni?* sobre la superficie del soporte.
El método experimental consiste en medir el cambio de pH al ponerse en contacto la alimina
con diversos patrones con un pH acido y basico definido. Se registra los cambios de pH
(obtenidos por titulacion) en funcién del pH inicial del patron, obteniendo la figura 1. Como
se observa, el soporte presentd un valor de ZP0 de 6,8, mostrando un ligero caracter acido.
Este valor es cercano a los determinados por otros autores''.
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De la curva de ZPO0 se puede inferir que ajustando el pH de la suspension a un valor de pH=8,
se puede obtener una superficie de carga negativa para el soporte, de modo que haya una
mayor atraccion entre los cationes (componentes activos en la reaccion de hidrogenacion) y
el soporte catalitico.

ApH
s °
& >
1

>4

m<

©4

pH inicial

Figura 1. Determinacién de punto de carga cero (ZP0) del soporte y- ALO,.

Sintesis de catalizadores

Se sintetizaron catalizadores metalicos de rutenio y niquel, soportados en y-Al,O, (Aldrich)
por el método de co-impregnacion hiimeda, ajustando el pH de la solucion precursora a
un pH=8,0 para asegurar la precipitacion controlada de las especies metalicas catidnicas.
Luego, se procedié a una reduccion en flujo de H,. Los precursores de rutenio y niquel
fueron los siguientes: tricloruro de rutenio hidratado (RuCl,.nH,O, Aldrich) y nitrato de
niquel hexahidratado (Ni(NO,),.6H,0,Aldrich). Las soluciones de los precursores cataliticos
con las cantidades adecuadas de sal inorganica fueron preparadas de tal manera de obtener
una carga metalica nominal total de 4 % en peso, respecto el soporte para los catalizadores
monometalicos y 5 % para los catalizadores bimetalicos. Estas cargas se definieron de esta
manera con el objetivo de obtener una monocapa dispersa en la superficie del soporte.
La cantidad de soporte empleado fue, en promedio, de 1 g. En la tabla 1 se presentan las
formulaciones de los catalizadores preparados.

Tabla 1. Relaciones nominales de pesos de las sales metalicas empleados para la
preparacion de los catalizadores basados en Ni-Ru soportados en y- ALO,.

Carga(%) %Ru”  %Ni" PesoRu(g) PesoNi(g) PesosalRu(g) Peso sal Ni(g)

4 4 - 0,04 - 0,0963 -
5 4 1 0,04 0,01 0,0963 0,0495
4 - 4 - 0,04 - 0,1982

(*) Calculado respecto al peso del soporte

La sintesis de los catalizadores consistié preliminarmente en la preparacion de soluciones
precursoras con las concentraciones en peso requeridas para cada carga metalica. Las
soluciones precursoras fueron introducidas en una bureta para posterior goteo, por otro lado,
el soporte catalitico fue vertido en un vaso junto con 60 mL de agua ultrapura a 80°C y en
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agitacion magnética. Las soluciones fueron puestas en contacto mediante goteo lento con
el soporte agitado. El pH del medio fue ajustado a 8 (de acuerdo al punto de carga cero del
soporte) con una soluciéon de NaOH (1M), manteniéndolo por 15 minutos. Concluido el tiempo
se filtro en caliente y se lavo el solido varias veces con agua ultrapura para eliminar los restos
de NaOH. Las muestras fueron secadas a 85°C por 15 h y reducidas en flujo de H2 (50 mL/
min) por 3 h a 300 y 500°C (10°C/min) para los catalizadores de Ru y Ni, respectivamente.
El catalizador bimetalico fue reducido a 300°C, pues en estas condiciones se obtuvieron los
componentes metalicos activos para la reaccion''. Por ultimo, los catalizadores reducidos
en H2 fueron almacenados en frascos de vidrio en atmosfera de helio. El procedimiento se
resume en la figura 2.

Preparacion de

Goteo de precursores Ajuste del medio a
las sales de » sobre la suspensién » pH=8 con solucion
rutenio y niquel de y-Al,O3 a 80°C NaOH (1M).
Reduccién con H, por 3 h. Secado a 85°C e S

2300y 500°C para Ru*? "
Ni*? Xespecti\?amente V « por 15 horas. - solido generado

Figura 2. Esquema de preparacion de los catalizadores Ru-Ni soportados sobre y- Al O..

Actividad de los catalizadores

Los catalizadores fueron testeados en la hidrogenacion del palmitato de metilo en medio
liquido dentro de un reactor batch de acero inoxidable que se presenta en la figura 3, con
agitacion magnética. Las condiciones de reaccion fueron 260 °C (controlada por un sistema
de control de temperatura Autonics serie TZN4S) y 800 PSI de presion (controlada por un
mandometro marca Stiko serie EN 837-1). El reactor se cargd con 6 mL de palmitato de metilo
(Aldrich) disuelto en 80 mL de n-dodecano y 200 mg del catalizador. El reactor batch cuenta
con valvulas de ingreso de gases (nitrogeno e hidrogeno), valvula de retiro de muestra y
valvula de seguridad.

Los experimentos cataliticos se realizaron introduciendo el catalizador junto con el palmitato
de metilo en estado liquido y el n-dodecano, luego se realizé dos purgas, inyectando N2 para
eliminar el oxigeno del sistema de reaccion, para ello se abrio la valvula del gas y se presion6
con N2 el reactor, dejando escapar el gas después de unos segundos con la apertura de la
valvula de alivio. Luego, se carg6 el reactor con el mismo gas y se aument6 la temperatura
hasta 260 °C. Establecida la temperatura de trabajo y la presion dentro del reactor con N,
(5.51 MPa), se realizo el cambio de gas del medio con H,, (pureza 99 %) y fijando en este
momento el tiempo de inicio de la reaccion (muestra 0). Las condiciones de reaccion se
resumen en la tabla 2. El tiempo de reaccion fue de aproximadamente 15 h y durante el
transcurso del mismo se realizaron diversas tomas de muestra en un intervalo de tiempo
determinado (en promedio cada 3 h).
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Figura 3. Reactor batch para la hidrogenacion de palmitato de metilo.

Tabla 2. Condiciones de reaccion de la hidrogenacion de palmitato de metilo.

Volumen de palmitato de metilo 6 mL
Volumen de n-dodecano 80 mL
Masa del catalizador 200 mg
Presion de Ha 800 PSI (54 atm)
Temperatura de reaccion 260°C

Caracterizacion de los catalizadores y productos de reaccion
Los catalizadores fueron caracterizados por las siguientes técnicas:

Titulacion potenciométrica: Técnica empleada para determinar el punto de carga cero del
soporte. Se utiliz6 un potenciometro (marca Inolab, modelo pH7310). Previamente se preparo
soluciones (50 mL) ajustadas apH 5, 6, 7, 8 y 9 con HC1 (0,1M) o NaOH (0,1 M) segun sea
el caso. Posteriormente, a cada vaso con solucion, se le agregd 50 mg de soporte y se sometio
a agitacion magnética por 24 horas. Finalmente, se filtr6 las soluciones y se midié el pH final
de la solucion filtrada, realizando una grafica de A pH vs pH inicial cuya interseccion con el
pH inicial fue el pH de carga cero.

Difraccién de rayos X: Empleado para la determinacion de las fases cristalinas de los
catalizadores y soporte. Se utilizé un difractometro de rayos X Bruker, D2 PHASER equipado
con una fuente de radiacion Ko de Cu (A=1.5418 A) con un potencial de 30 kV y una intensidad
de 10 mA. Los datos generados fueron colectados bajo un rango de escaneo que comprende
desde 10 a 90° con un tamafio de paso 20 de 0,02°/s y fueron procesados con el software
HighScore Plus.v.3.0 utilizando la base de datos de referencia COD (Crystallography Open
Database).

Sorcion de N, (método BET): Para la medicion de la superficie especifica de los catalizadores
y soporte, se usé un equipo Gemini VII 2390 de Micromeritics a -196°C en nitrégeno liquido,
previamente se desgasifico 50 mg del catalizador en Helio (99 %) a 200°C por 1,5 horas en
un sistema desgasificador Flow Prep 060 de Micromeritics.
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Reduccion a temperatura programada (TPR-H,): Se utiliz6 para la determinacion
de las especies reducibles. Los perfiles fueron medidos en un equipo ChemiSoft TPx de
Micromeritics, equipado con un detector TCD desde 25 a 800 °C a razén de 10°C/min con
un flujo de 10% H, — 90 % N, para ello, previamente, se desgasifico 50 mg de muestra en
un flujo de N, (25mL min-1) a 200°C por 40 minutos. El consumo de H, se registré en un
detector de conductividad térmica (TCD).

Analisis termogravimétrico (TGA): Utilizado para medir la variaciéon de peso de una
muestra, frente a la temperatura. Los perfiles fueron realizados usando un equipo modelo
STA 6000 de Perkin-Elmer, para lo cual se utilizé6 5 mg de muestra, llevando hasta una
temperatura maxima de 600°C con una rampa de temperatura (10°C/min) bajo un flujo de
N, (20 ml/min).

Cromatografia de gases (GC): El seguimiento de productos de reaccion fue realizado en un
cromatografo de gases GC-VARIAN-450, equipado con un detector de ionizacion de flama
(FID) y una columna capilar Superlcowax 10, (30 m x 0,53 mm x 0,25 pm).

RESULTADOS Y DISCUSION
A. Caracterizacion de catalizadores

1. Sorcion de N2 (método BET)

Las isotermas de sorcion de N, mostraron informacion sobre el 4rea superficial y la dimension
del poro medio. La tabla 3 muestra que los catalizadores Ru4/Al,0, y Ni4/Al O, presentaron
valores de area superficial (155 y 174 m?/g) superiores al soporte (153 m?/g). Este incremento
del area superficial podria estar relacionado con la formacion de hidroxidos metalicos
dispersos en la superficie del soporte. Por otro lado, el catalizador Ni4/AlO, present6
menor area superficial (142 m?g) respecto al soporte, probablemente debido a que las fases
formadas se depositaron en la zona mesoporosa. La figura 4 muestra que las isotermas de las
muestras son del tipo 1V, de acuerdo a la clasificacion IUPAC, caracteristicos de materiales
micro-mesoporos, con preponderancia de la mesoporosidad. Todas las muestras presentaron
poros cilindricos, con bucles de histéresis tipo H1. El diametro medio de los poros se
determinoé por el método BJH (Barret-Joyner-Halenda).

Tabla 3. Propiedades texturales de los catalizadores Ru-Ni soportados en y-AlLO,.

Catalizador SBET(M?/g)  Smicro(m?/g)  Smeso(m?g) Dp(nm) Vy(cm®/g)

v-ALO3 153 11 142 18,4 0,9
Ru4/ALOs3 155 14 141 10,2 0,3
Ru4Nil/ALOs 142 13 161 11,6 0,4
Ni4/Al,O;3 174 15 127 10,8 0,3
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Figura 4. Isotermas de sorcion de N, de los catalizadores reducidos (a) y-ALO,,
(b) Ru4/AL0,, (c) Ru4Nil/Al0,, (d) Ni4/ALO,.

2. Analisis termogravimétrico

El termograma de la serie de precursores Ru-Ni, soportados en y- Al O,, presenta porcentajes
de pérdida de masa menores al 20 %. En la figura 5 se puede apreciar que la muestra Ni4/ Al O,
presenta pasos de descomposicion mas definidos respecto a Ru4/ AL,O, y Ru4Nil/ AL O,. El
primer paso de pérdida de masa se encuentra entre 30-200°C que puede ser atribuido a la
eliminacion de agua fisisorbida en la superficie del precursor, el segundo paso de pérdida de
masa se encuentra entre 200-400°C, asociado a la descomposicion de especies precursoras
como iones hidroxilo, que son generados en la etapa de preparacion de los catalizadores a la
formacion de los oxidos, como se aprecia de manera aproximada en los calculos mostrados
para las muestras basadas en 6xido de Ni puro (ec.1) y 6xido de Ru puro (ec.2).

Ni(OH), — NiO (92,7 a 74,7g pérdida de masa = 19,4 %) (1)
Ru(OH), — 2 Ru203 (152,07 a 125,07g pérdida de masa = 17,8 %)  (2)

\
\
100 200 300 4(‘)0 500 600
Temperatura (°C)
Figura 5. Perfiles de TGA de las muestras: (a) Ru4/Al0,,
(b) RudNil/ALO,, (c) Ni4/ALO,.
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3. Analisis por difracciéon de rayos X (XRD)

Los difractogramas de los catalizadores de Ru-Ni, soportados en y-Al,O,, son mostrados en
la figura 6; en ella se puede apreciar solo los picos correspondientes al soporte, localizados
en las posiciones 37,1°, 39,6°, 45,7°, 67,0°, adscritos a los planos (311), (222), (400),
respectivamente, en concordancia con el patron cristalografico (ICDD PDF 10-0425),
con ausencia de los picos de difraccion asociados a especies de rutenio o niquel, debido
posiblemente a una alta dispersion del catalizador hasta un nivel no detectable por la técnica

XRD.

400)
@

o O o =]
11
(222)
(

Intensidad (u.a.)

L L L

30 40 50 60 70
20 (%)

Figura 6. Difractogramas de los catalizadores: (a) y-ALO,, (b) Ru4/Al,0,,
(c) Ni4/ALO,, (d) RudNil/ALO,

4. Reduccion a temperatura programada (TPR)

La figura 7 muestra el catalizador Ni4/A1,0, con dos picos de reduccion comprendidos entre
200 y 500°C, con méximos en 270°C y 365°C asociados a especies de NiO con diferentes
fuerzas de interaccion con la y-ALO,'". En contraste la muestra Ru4/Al O, presento6 cuatro
picos de reduccion. Los dos primeros con maximos de consumo de H, en 86 y 125 °C
atribuidos posiblemente a la reduccion de hidréxidos de rutenio interactuando en menor y
mayor grado con el soporte, respectivamente; otro pico alrededor de 220 °C asociado a la
reduccion de Ru,O,"”. Finalmente, la presencia de un pico pequefio a 408°C se puede atribuir
a la reduccion de particulas de Ru,O,, interactuando con el soporte. La muestra bimetélica
Ru4Nil/ALO, evidenci6 una disminucion considerable del consumo de H, por parte de las
especies de rutenio al agregar 1 % de niquel, lo que podria dar un indicio de una fuerte
interaccion entre las particulas de rutenio y niquel o de estas particulas con el soporte y-AlLO,.
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270°C 3g5°C
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100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)
Figura 7. Perfiles TPR-H, de los precursores cataliticos (a) Ni4/ALO,,
(b) RudNil/ ALO,, (c) Ru4/Al0,.

B. Actividad catalitica

La tabla 4 presenta la conversion de palmitato de metilo (PM) y selectividad a alcohol cetilico
(AC) del catalizador Ru/Al203, ademas de otros productos de reaccién como posiblemente
hexadecano; adicionalmente, hay otras reacciones como la fragmentacion de enlace C-C (no
mostrado). El catalizador de Ru/AI203 presenté mayor conversion de palmitato de metilo,
esto podria atribuirse a una mayor dispersion de componente activo sobre el soporte, ello
se podria ver reflejado en el difractograma, donde la sefial del rutenio metalico es débil. La
figura 8 muestra que pasado las ocho horas de reaccidn la conversion se incrementa de 24,8
% a 53,6 %; sin embargo, la selectividad a hexadecano es posiblemente mucho mayor que
la correspondiente a alcohol cetilico. Esta baja selectividad a alcohol cetilico podria deberse
a la rapida hidrogendlisis de alcohol cetilico formado, segiin las reacciones mostradas.
Posiblemente, primero ocurre la formacion de alcohol cetilico y posterior, la reduccion a
hexadecano. Por esta razon, a mayor tiempo de reaccion disminuye la selectividad a alcohol
cetilico®.

Ru /AL,05
CHy-(CH,)14-COOCH; +  H, ———=  CHa-(CH2)14-CH,0H

CH3(CH)14-CH,0H + H, RU/ALOs  CHy(CH,)q4-CH3
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Tabla 4. Conversion y selectividad del catalizador de Ru4/Al,0O, en la hidrogenacién del
palmitato de metilo.

. Conversion Selectividad Selectividad
Tiempo (h) . . e
Palmitato de metilo (%)  Alc. Cetilico (%)  Hexadecano (%)
3 10,3 2,8 97,1
4 13,2 2,8 97,1
8 24,8 2,7 97,3
11 53,6 0,7 99,3
13 85,8 0,4 99,6
15 94,1 0,1 99,9

Condiciones de reaccion: Masa de catalizador = 0,2g, volumen de PM = 6 mL,
temperatura= 260°C, presion = 800 PSI de H», agitacion = 800 rpm, tiempo de reaccion

=15h.
L S R n 100
%0l / 490
A
80 | 480
= - —~
N 70+ 470 5o
< —®— Hexadecano R
g 60 -  —®— Alcohol cetilico 160§
B —A— Palmitato de metilo ‘/A 5
S st 1% €
= o
S 40 14 2
S S
S sl 130 ©
20+ / 1%
0l a—* 410
1Y PO . S S, d——— g A 0
2 4 6 8 10 12 14 16

Figura 8. Conversion y selectividad versus tiempo de reaccion de Ru4/Al O, en
hidrogenacion del palmitato de metilo.

La tabla 5 y figura 9 presentan la conversion del palmitato de metilo y la selectividad a
alcohol cetilico sobre el catalizador Ru4Nil/AlO,. Como se observa, la selectividad a alcohol
cetilico aumenta drasticamente a 12,5 % luego de 15 h de reaccion, con una disminucion de la
conversion a 26 % respecto al Ru/AlO,. El catalizador Ru4Nil/Al,O,, se hace mas selectivo
al alcohol con sdlo agregar 1 % en peso de niquel; sin embargo, hay mayor preponderancia
del rutenio en el catalizador, lo que posiblemente genere mayor selectividad hacia el alcano
(C16). Esta mayor selectividad a alcohol respecto al Ru/Al O, podria ser producto de la
interaccion entre el rutenio metalico y las especies de niquel, como muestra el TPR en la
figura (8-b), cuyo consumo de H, disminuye considerablemente al agregar 1 % en peso de
niquel. Esto corroboraria lo mencionado por Li y colaboradores9, respecto a que el rutenio se
encargaria de activar las moléculas de H, y las especies de niquel funcionarian como acidos
de Lewis interactuando con el carbonilo del sustrato de reaccion.
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Tabla 5. Conversion y selectividad del catalizador de Ru4Nil/Al1203 en la hidrogenacion
del palmitato de metilo.

Conversion Selectividad Selectividad
Tiempo (h)  Palmitato de metilo (%) Alcohol cetilico (%) Hexadecano (%)
3 10,0 2,6 97,4
5 9,3 3,6 96,3
8 10,6 5,1 94,8
9 15,1 53 94,7
11 23,0 5,5 94,5
13 21,4 8,9 91,1
15 26,0 12,5 87,5

Condiciones de reaccion: Masa de catalizador = 0,2g, volumen de PM = 6 mL,
temperatura= 260°C, presion = 800 PSI de Ha, agitacion = 800 rpm, tiempo de reaccion
=15h.

—®— Hexadecano
—®— Alcohol cetilico 4
—A— Pamitato de metilo

Conversién (%)

AA 40
/ i
-
420
o~
o900

0 1 L L L L L 1o
2 4 6 8 10 12 14 16

Selectividad (%)

/.\ -
g o 10

Figura 9. Conversion y selectividad versus tiempo de reaccion de Ru4Nil/Al203 en la
hidrogenacion del palmitato de metilo.

El catalizador de Ni/ALO, present6 inactividad catalitica en las mismas condiciones de
reaccion trabajadas, pues parece ser normalmente activo para la hidrogenacion C=C.
Finalmente, la figura 10 presenta una grafica comparativa entre los catalizadores basados
en Ru y Ni soportados con su contraparte, el catalizador mixto Ru-Ni soportado. Como se
observa, la selectividad a alcohol cetilico obtenido por el catalizador mixto es bastante mayor
que el catalizador simple basado en Ru, justificando el rol del Ni como agente promotor de la
hidrogenacion selectiva en posicion carbonilica.

Conv. palmitato

I sclec. cetilico
B selec. t

100 o

80

60 o

(%)

404

204

12

Ru4/A|203 Ru4Ni1/ALO,

Figura 10. Comparacion de las conversiones a palmitato de metilo, alcohol cetilico y hexadecano de
los catalizadores Ru4/Al,0, y Ru4Nil/Al O, en la hidrogenacion del palmitato de metilo.
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CONCLUSIONES

Los catalizadores preparados basados en Ru-Ni soportados sobre y-Al,O, mostraron buena
superficie mesoporosa (de 150 a 175 m?/g), menor cantidad en la formacion de especies
reducibles que las muestras basadas en Ru y Ni puras soportadas, indicando posiblemente una
fuerte interaccion de los componentes metalicos con el soporte. Ademas, los difractogramas
mostraron que los componentes metalicos depositados en la superficie del soporte se
encuentran altamente dispersos.

Los catalizadores preparados por impregnacion con coprecipitacion controlada basados
en Ru-Ni soportados sobre y-Al,O, presentaron una actividad para la hidrogenacion del
palmitato de metilo del orden del 40 %, con una selectividad maxima a alcohol cetilico de
12,5 %. Las selectividades a alcohol cetilico del sistema mixto, respecto a los catalizadores
monometalicos, mejoraron drasticamente por influencia del Ni sobre el Ru que parece
aparentemente bloquear la actividad a hexadecano, promoviendo la formacion de sitios
acidos de Lewis, mas selectivos a la hidrogenacion en posicion carbonilica. En trabajos
futuros se espera definir mejor las proporciones de Ni en el catalizador, afectando el tamafio
de particula necesario para la hidrogenacion selectiva.
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Figueroa Dianderas, Gustavo Tejada Flores, Ivette del Rosario Cjuro Farfan.

Evaluacion de Ocratoxina A en Theobroma cacao L. “cacao trinitario”, por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y andlisis micotoxigénico durante el
proceso de cosecha, fermentado, secado y almacenado, por Norma Ramos, Américo
Castro, Miguel Felix, Felix Milla, Ratl Soria, Mario Alcarraz, Donald Ramos, Fritz
Choquesillo, Otilia Acha de la Cruz, Jesus Blanca, Nadia Rodriguez, Diego Valdivieso.

Identificacion de los sitios de union del plomo en la superficie del adsorbente de residuos
de pelos de la industria curtiembre, por Carmen Carola Palomino Amorin, Lena Tellez
Monzon, Lizardo Visitacion Figueroa.

Influencia de la concentracion de Se(IV) en la viabilidad celular durante el crecimiento
de la levadura Saccharomyces cerevisiae, por Carmen Rodriguez Best, Jestis Américo
Cjuno Huanca, Mario Ceroni Galloso.

Influencia de las zonas de crecimiento en la composicion fisico quimica del fruto de
Solanum betaceum cav., por Arturo A. Navarro Huaynates, Deysi Guzman Loayza,
Enrique Gonzales Mora.

Mejora de las propiedades adsorptivas de biomateriales mediante modificaciones
quimicas en la eliminacion de antibiodticos, por Jesie C. Silva, Lizebel Morante, Carlos
J. Moreno, Norma A. Cuizano, Abel E. Navarro, Bertha P. Llanos.

Monocapas auto-ensambladas de alquenos en superficies hidrogenadas de Silicio (100),
por Yris Del Pilar Obregon Rodriguez y César R. Mayor Sanchez.

Obtencion de extractos de hojas de Annona muricata L. (Guanabana) inducidos por
su efecto inhibidor de la corrosion, por Abel Vergara Sotomayor, Karin Paucar Cuba,
Carlos Morales Comettant, Olivio Castro Mandujano, Pedro Pizarro Solis, José Diaz
Rosado.

Optimizacion del rendimiento de la extraccion de aceite de semillas de Vitis vinifera
con CO, supercritico, por Maritza Barriga-Sdnchez, Anna Churata Huanca, Oscar
Tinoco Goémez.

Remocion de colorantes azoicos rojo allura (rojo 40) mediante el uso de perlas de
quitosano magnetizadas en medio acuoso, por Fatima Amanda Santillan Espinoza, Ily
Marila Maza Mejia.

Residuos solidos domiciliarios: caracterizacion y estimacion energética para la ciudad
de Chimbote, por Serapio A. Quillos Ruiz, Nelver J. Escalante Espinoza, Daniel A.
Sanchez Vaca, Luis G. Quevedo Novoa y Ronal A. De La Cruz Araujo.

Sintesis de catalizadores Ru-Ni soportados en y- ALO, para la hidrogenacion de
palmitato de metilo derivado del aceite de palma y conversion a alcohol cetilico, por
Miguel Rojas, Harlich Castafeda, José Luis Cconislla, Enrique Neira, Rosario Sun
Kou, Gino Picasso.
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- Sintesis de hidrogeles conmutables a partir de N-isopropilacrilamida, macromondmeros 143
de 2-Oxazolinas y laponita, por Juan Carlos Rueda, Maria Malasquez, Lesly Lagos,
Hartmut Komber, Stefan Zschoche, Brigitte Voit.

- Sintesis y caracterizacion de un macromondmero de 2-ciclopropil-2-oxazolina, por 376
Carlos Rubén Sudrez Gavidia y Juan Carlos Rueda Sanchez.

- Synthesis of Ni-Cu catalysts by impregnation to obtain carbon nanofibers by catalytic 91
decomposition of methane, por Jonathan Almirén Baca, Hermann Alcazar Rojas,
Rossibel Churata Afiasco, Maria Vargas Vilca, Leopoldo Alcazar Rojas, Fabiana Fim.

- Xanthones from Hypericum laricifolium Juss., and their antiproliferative activity 428
against Hep3B cells, por Marlon Miguel Morales Moisela, Orianne Brel, Genevieve
Bourdy, Mercedes Gonzales de La Cruz, Inés Yolanda Castro Dionicio, Maelle Carraz,
Valérie Jullian.
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INFORMACIONES
NOTA sobre el CONGRESO IBEROAMERICANO DE QUIMICA Y XXIX
CONGRESO PERUANO DE QUIMICA:

LA SOCIEDAD QUIMICA DEL PERU Y EL CONGRESO IBEROAMERICANO
DE QUIMICA: 85 ANOS DE LA SOCIEDAD QUIMICA DEL PERU Y XXIX
CONGRESO PERUANO DE QUIMICA

La Sociedad Quimica del Perti es una institucion cientifica sin fines de lucro, fundada el 17
de octubre del ano 1933, que tiene como objetivo principal promover el conocimiento y el
desarrollo de la Quimica en el Perti agrupando entre sus miembros a los quimicos, ingenieros
quimicos, quimicos farmacéuticos, bidlogos entre otros profesionales.

Nuestro largo periodo al servicio del pais, tanto extenso como fructifero, ha sido posible
a través de los 43 Consejos Directivos, integrados por destacados profesionales que con
ejemplar dedicacion y desprendimiento prodigaron sus mejores esfuerzos para estructurar
una institucion fuerte, con sélido prestigio y con el reconocimiento de la sociedad peruana.

A lo largo de sus ochenta y cinco afos de vida institucional al servicio de la quimica, la SQP
ha organizado tres congresos iberoamericanos de quimica, cuatro congresos latinoamericanos
de quimica, 28 congresos peruanos de quimica y diversos simposios en Educacion Quimica,
Quimica y Medio Ambiente, Nanotecnologia, Fitoquimica, entre otros, asi como numerosos
cursos y conferencias cientificas.

Su organo oficial de difusion es la Revista de la Sociedad Quimica del Peru, que se publica
trimestralmente y en forma ininterrumpida desde el mes de julio de 1934, siendo la revista
cientifica mas antigua de nuestro pais; se encuentra indizada en el Chemical Abstracts, Scielo,
Latindex y Licenciada en EBSCO, teniendo asi una difusion mundial.

La solidez, como institucion cientifica, de la Sociedad Quimica del Pert, solo ha sido posible
a través de la incorporacion continua de nuevos miembros, cuyo compromiso, creatividad,
profesionalismo y entrega han permitido superar los retos en el intento constante de alcanzar
los objetivos sefnalados en su creacion y hacer realidad el suefio de la promocion y difusion
del conocimiento cientifico y quimico.

CONGRESO IBEROAMERICANO DE QUIMICA: 85 ANOS SOCIEDAD QUIMICA
DEL PERU y XXIX CONGRESO PERUANO DE QUIMICA

Como su nombre lo indica, el Congreso Iberoamericano de Quimica se realiza con motivo
de los 85 afios de la SQP, siendo su cuarto Congreso Iberoamericano, y el XXIX Congreso
Peruano de Quimica que sigue su periodicidad bianual, llamados de aqui en adelante CIbQ.
El CIbQ se llevo a cabo del 16 al 19 de octubre del afio 2018 en la ciudad de Lima, Peru.

La difusion se realizé a través de su pagina web www.spperu.org.pe/congreso-2018/,
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de comunicados a través de boletines, afiches, volantes y anuncios impresos que fueron
distribuidos y/o enviados por internet a diferentes universidades y otras instituciones
relacionadas a la quimica; asimismo, difundidos también a través de las redes sociales y de
las paginas web de otras instituciones como la web de IUPAC, de los colegios profesionales
y centros universitarios asi como de la Revista Colombiana Virtual Pro.

El CIbQ estuvo enfocado en las Secciones Académicas de Educacion, Historia y Filosofia
de Quimica, Quimica como Ciencia Basica (Q. Analitica, Q. Inorganica, Q. Organica, Fisico
Quimica, Q. Tedérica y Computacional); Quimica para la Vida (Q. Médica, Q. de los Alimentos
y Alimentos Funcionales; Bioquimica, Toxicologia), Quimica Ambiental y Quimica Verde,
Quimica de los Materiales, Quimica Productos Naturales, Ingenieria Quimica.

Participaron como conferencistas invitados (25) de paises latinoamericanos de Brasil, Bolivia,
Chile, México, Uruguay, asi como de Estados Unidos, Espafia, Francia, Suiza, igualmente 20
investigadores/académicos peruanos. También participaron como expositores invitados otros
profesionales de la industria asi como de la academia en los cuatro simposios (28), cuatro
mesas redondas (16) y tres cursos (11). Anexos 1 y 2.

Los simposios estuvieron dirigidos a tratar temas de mucha actualidad como Biodiversidad:
su estudio y uso sostenible; la Ensefianza de la Quimica: vision, practica y logros; Quimica
ambiental y quimica verde; y Aplicaciones de los nanomateriales.

Las mesas redondas estuvieron orientadas a conocer el estado del arte de las diferentes
industrias que se desarrollan en el pais como Avances tecnolégicos en mineria, hidrocarburos,
y energia en el Pert; Innovaciones en la industria textil, cosmética, pintura y adhesivos; la
Quimica en nuestra gastronomia; Biotoxinas marinas. En el Anexo 3 van las conclusiones y
recomendaciones de los simposios y mesas redondas.

Los cursos estuvieron orientados a la capacitacion en temas como: Investigacion en plantas
medicinales y su aplicacion como fitoterapicos; Topicos selectos en quimica tedrica y
computacional; y Técnicas analiticas instrumentales dictados por algunas de las empresas
participantes en QUIMITEC 2018, en temas como Infrarrojo con transformada de Fourier,
Microscopia electronica, Cromatografia liquida acoplada a masas-masas; Resonancia
magnética nuclear, entre otros.

En el CIbQ participaron alrededor de 400 asistentes entre profesionales de la industria,
investigadores, docentes universitarios asi como estudiantes de pre y posgrado peruanos y de
otros paises; aproximadamente el 50% fueron de la ciudad de Lima, 30% de otras regiones
del pais y 20% de otros paises.

Se recibieron 220 restimenes de investigacion en las diferentes areas tematicas que se
nombraron lineas arriba.
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Se llevo a cabo QUIMITEC’ 2018, la exhibicion tecnologica, en la que participaron
las empresas Sulabsa, Oz Group, Grupo Tecnoldgico del Peru, Cientifica Andina SAC,
Electromédica Peruana SA, Osmo Service, Elicrom, Pesacon y Quantum Design International.
Estas empresas muestran los avances logrados por sus representadas, fabricantes de equipos
usuales en la investigacion y desarrollo de la quimica.

Se organiz6 el concurso La Quimica y Yo, convocatoria que consiste en que cualquier
persona relate sus impresiones, sentimientos, conocimientos o percepcion sobre la quimica
a través de un dibujo (categoria kids) o en un texto o poema de 150 palabras como maximo
(categorias junior y senior); estos textos son evaluados por un jurado conformado por un
quimico, un artista y un lingiiista en una primera etapa y, finalmente, sometidos a calificacion
publica por internet. Esta convocatoria estuvo abierta de junio a setiembre 2018. La relacion
de ganadores se indica en el Anexo 4.

El CIbQ conto con los auspicios académicos de las universidades PUCP, UNMSM, UNI, UN
Agraria La Molina, UNAP, UNSAAC, UTEC, de los colegios profesionales como el CIP,
CQP, CPQF y de asociaciones ¢ instituciones como CONCYTEC, FLAQ, IPPN, IUPAC,
ACS, ANC.

Asimismo, contd con el patrocinio de CONCYTEC/FONDECYT, Laboratorios Hersil,
HACSA, CLARIANT, y del Departamento de Ciencias de la PUCP. HACSA y Laboratorios
Hersil patrocinaron con un apoyo monetario, y Clariant nos apoyé con 400 bolsas de tela
que se entregaron a los participantes con sus materiales. Del Departamento de Ciencias de
la PUCP se recibié como obsequio para la SQP 20 ejemplares del libro de Investigacion
Fitoquimica: Métodos en el Estudio de Productos Naturales, de mi autoria, los que fueron
puestos a la venta durante el evento quedando el monto de la venta como donacion para el
CIbQ/SQP.

Con relacion a la subvencion FONDECYT-CONCYTEC, ésta fue otorgada dentro de la
Convocatoria de Organizacion de Eventos para lo cual llenamos un extenso formato y con el
cual postulamos en fecha 14 de julio del presente. El 3 de setiembre se nos informé habernos
hecho acreedores de la subvencion; hicimos la firma del contrato el dia 26 de setiembre, y el 5
de noviembre se recibid deposito de la subvencion en la cuenta bancaria de la SQP. A la fecha
se ha hecho el informe técnico y financiero a FONDECYT, en cuanto se tenga la aprobacion
del informe se remitira a la presidencia una nota al respecto.

ITUPAC colaboré otorgando seis subvenciones para jovenes cientificos y la ACS premiando
a tres investigaciones presentadas al Premio Ernest E. Eliel, asi como cubriendo la cuota
de inscripcion a 10 estudiantes de quimica de pre y posgrado. Todas las bases de estas
convocatorias se publicitaron en la ya mencionada web del CIbQ. La seleccion de los
ganadores estuvo a cargo de la Comision Cientifica y la relacion de los subvencionados se
encuentra en los Anexos 5, 6y 7.
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Con este documento se adjunta un registro impreso y visual de las actividades realizadas
contenidos en los dos CDs con alrededor de 800 fotografias y en los 25 videos (en 16
estuches) que cubre la filmacion de alrededor de 150 horas de actividades en los diversos
ambientes del CQFP el cual fue alquilado para la realizacion de nuestro CblQ. Igualmente,
se adjunta un video de 5 minutos a manera de resumen asi como de una entrevista post evento
en el programa Encuentro con la Ciencia, por invitacion del Dr. Modesto Montoya, trasmitida
en Ecco Radio el dia 9 de noviembre (Anexos 8).

Finalmente, pero no menos importante es comentar que por mas de 15 meses la Comision
Organizadora, constituida principalmente por docentes universitarios, trabajoé bajo mi
presidencia logrando realizar un evento que cubrio las expectativas de los participantes,
mostrado a través de las encuestas de satisfaccion (Anexo 9).

Y otro aspecto que queremos resaltar es que el Ministerio de la Produccion a través de su
Resolucion Ministerial No 251.2018-PRODUCE del dia 8 de junio oficializa el Congreso
Iberoamericano de Quimica y XXIX Congreso Peruano de Quimica lo que es publicado
en su portal web y en el Diario El Peruano de la fecha sefialada. La Resolucion Ministerial
corresponde al Anexo 10.

Quedo a su disposicion para cualquier informacion adicional

Dra. Olga R. Lock Sing
Presidenta del Comité Organizador CIbQ
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ANEXO N°3
CONCLUSIONES y RECOMENDACIONES
CONGRESO IBEROAMERICANO DE QUIMICA

MESAS REDONDAS
1. AVANCES TECNOLOGICOS EN MINERIA, HIDROCARBUROS Y ENERGIA

Primera presentacion

* La mineria es una actividad descentralizadora que requiere seguir reforzandose y
promoviéndose para generar riqueza, pero para ello, es necesario hacer frente la
corrupcion, la informalidad y el centralismo, de forma tal que coadyuve al desarrollo
nacional.

*  Es posible hacer una gestion ambiental responsable que no se contrapone con el uso
racional del agua, mejorando la calidad de vida de pobladores que habitan en zonas
cercanas a los centros mineros, puesto que es posible aplicar tecnologias en procesos de
remediacion.

*  El desarrollo tecnoldgico debe asumir retos para resolver los problemas que se puedan
presentar en las actividades productivas.

Segunda presentacion

» El mayor beneficio del elemento litio a futuro, seria su uso para almacenar energia, lo
cual conllevaria a multiples aplicaciones.

» El litio es un recurso adicional que agregara valor a nuestros minerales ya que en la
actualidad se ha incrementado su precio, y con ello , la posibilidad de generacion de
recursos econémicos que beneficie como canon a la poblacion de Puno y generando a
la vez, nuevas fuentes de trabajo.

e Resultaria de mucho interés el uso del litio en la fabricacion de vehiculos eléctricos,
lo cual conllevaria a la reduccion de emanacion de dioxido de carbono, y por ende a
contribuir a resolver el problema del cambio climatico.

Tercera presentacion

*  Hay un desarrollo de tecnologias para obtener hidrocarburos mas limpios lo cual conlleva
a reducir el impacto ambiental.

*  Enlaactualidad se busca reducir los costos de explotacion y produccion de hidrocarburos,
siendo una de ellas el uso de catalizadores en los procesos de produccion.

*  Un avance tecnoldgico importante ha sido la reduccion de volumen en productos de
hidrocarburos buscando reducir en forma significativa los costos de transporte.

Cuarta presentacion

*  Resulta como necesidad, investigar en la reduccion de costos de tecnologias renovables.

»  Existen muchas posibilidades de investigacion en remediacion en el sector energia, por
ejemplo en el uso de transporte eléctrico, ya que con ello se reduciria bastante el impacto
ambiental del transporte.
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e Un campo importante para la investigacion es la de convertir la basura en energia, y que
resulta ser un tema que deberia ser de interés para la diferentes regiones del pais.

*  Se hace evidente la necesidad de trabajar en forma conjunta, la empresa, la academia y
el Estado, para dar solucion a problemas de interés nacional.

2. LA QUIMICA EN NUESTRA GASTRONOMIA

*  Fomentar la difusion del concepto y aplicaciones de la gastronomia molecular en los
diferentes ambitos (doméstico, académico, comercial, empresarial, etc.)

*  Orientar los esfuerzos de investigacion de la ciencia basica (quimica, fisica, biologia) y
aplicada hacia la gastronomia molecular

3. INNOVACIONES EN LA INDUSTRIA TEXTIL, COSMETICA, PINTURAS Y
ADHESIVOS

Innovaciones en la Industria Textil

*  Elmedio ambiente (reduccion del consumo de agua, energia y reduccion de contaminantes
en los efluentes de las tintorerias textiles).

e Lafibratextil y

» Lacalidad final de los productos textiles acabados.

Innovaciones en la Industria Cosmética

En éste campo la innovacion esta dirigido en la mejora de la produccion, con la materia
prima adecuada que permite crear nuevos productos, tomando mucha importancia en la
capacitacion de su personal para lograr en sus productos:

*  Bienestar personal.

*  Funcionalidad.

e Optimizar tiempos.

*  Experiencia.

e Proteccion y salud.

*  Contacto con lo natural.

e Adecuada a un estado de vida.

Innovaciones en la Industria de Pintura

En esta exposicion del quimico de profesion indicoé que como innovacion en el campo de las

pinturas se busca:

»  Lareduccién del uso de solventes en la fabricacion de pinturas.

* Interrelacionar la investigacion, el desarrollo y la innovacion en busca de la proteccion
del medio ambiente.

e Desarrollo de pinturas eco amigables.

*  Uso de la nanotecnologia.

*  Obtencion de pinturas con propiedades especiales como las magnéticas.
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Innovaciones en la Industria de Adhesivo

Se ha desarrollado trabajos en conjunto con el ministerio de la produccion y la Universidad
Nacional Federico Villarreal, mediante proyectos de innovacion para obtener productos
ecologicos con adhesivos en base agua y los adhesivos termoplasticos.

SIMPOSIOS

1. APLICACIONES DE LOS NANOMATERIALES

El Simposio conté con la presencia de 6 especialistas en el area de nanomateriales, que
mostraron los trabajos que vienen desarrollando en sus respectivos grupos de investigacion.
El Dr. Ortega San Martin nos hablo del desarrollo que ha realizado con las cromitas de
estructura perovskita y su dopaje para su uso en acumuladores de energia, concluyendo
que algunos dopajes no son convenientes para mejorar propiedades conductoras. Por otro
lado, el Dr. Guzman presentd de una manera global que nos depara el futuro con los nuevos
nanomateriales aplicados en diferentes campos desde medicina, construccion, biologia hasta
el medio ambiente, variando las propiedades de acuerdo al tamafio, forma o composicion
quimica de éstos. En el caso del Dr. Alarcon, la sintesis de nanoparticulas de plata para su
aplicacion como bactericida se relaciond con el trabajo del Dr. Rodriguez, quien también
desarrolla materiales para desinfectar y/o descontaminar. Ambos aplican las nanoparticulas
de plata para descontaminacion, pero usan métodos de sintesis completamente distintos y
funcionalizan la plata, uno con polimeros y el otro con magnetita, teniendo propiedades
adicionales que permite mejorar su eficiencia y una facil recuperacion.

El Dr.Sanchez compartio sus resultados de obtener nanorods de ZnO orientados, con técnicas
simples de crecimiento. Asimismo, mostro la mejora de las propiedades fotocataliticas
usando grafeno y oxido de grafeno, para la descontaminacion de aguas.

Por tultimo, se dio un panorama de las posibilidades de producir nanoparticulas en el pais,
donde hasta el momento no tenemos empresas que se dediquen a esta area.

Conclusiones

* Se presentaron los trabajos de investigacion de renombrados Cientificos en el area
de Nanomateriales, quienes compartieron sus conocimientos y resultados obtenidos.
Se vio la coincidencia en que los trabajos realizados estan principalmente orientados
en descontaminacion y desinfeccion para una mejor calidad de vida y bienestar de la
poblacion.

*  Hace falta mas promocion del potencial de los nanomateriales para fomentar su desarrollo
industrial.
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2. BIODIVERSIDAD, SU ESTUDIO MULTIDISCIPLINARIO Y SU USO
SOSTENIBLE

El interés creciente de los paises en la conservacion de la naturaleza, el desarrollo sostenible,
el proceso de armonizacion de las politicas de desarrollo y sustentabilidad fomentan un trato
multidisciplinario del conocimiento. Los investigadores utilizan los recursos en desarrollo
e innovacion; los productores y empresarios deben tener politicas responsables ante la
depredacion de nuestra biodiversidad al mismo tiempo incentivar la lucha continua para la
conservacion los productos nativos relacionados a la diversidad biologica y al conocimiento
ancestral.

Las nuevas tendencias del mercado, asi como la desaceleracion de la economia y los
productos basados en la biodiversidad han cambiado nuestro enfoque en temas comunes a
la alimentacion saludable y la cosmética, que se apoyan en nuevas practicas y valoran los
nutracéuticos, cosmecéuticos, certificaciones verdes, biocidas naturales, como parte de las
investigaciones y posibles innovaciones no solo en el campo de la quimica sino también en
los servicios que recibe esta ciencia en tecnologia.

Recomendaciones y conclusiones

* El estudio multidisciplinario de las plantas con aplicacion alimenticia, cosmética y
medicinal desde su origen y posterior caracterizacion quimica y bioldgica incide en el
estudio de los contaminantes ambientales y microbiologicos que podrian repercutir en
el producto final, recomendandose la utilizacion de biocidas naturales para favorecer la
economia del proceso y el impacto ambiental.

* La investigacion y desarrollo de un producto con valor afiadido de exportacion
continua a lo largo de la cadena de valor con la aplicacion de nuevas metodologias
para la caracterizacion del o los compuestos a utilizar, el procesamiento, empaque y
el monitoreo del producto en el mercado de destino, asi como el cumplimiento de la
normatividad nacional e internacional.

*  La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) menciond que encontrar el bienestar seria
una de las principales prioridades de la proxima década, en este contexto las tendencias
del mercado hacia lo natural y sostenible potencian la utilizaciéon de ingredientes
naturales de la biodiversidad nativa muchos considerados superalimentos de aplicacion
alimenticia y cosmética en particular.

e La utilizacion de nuevos modelos de aplicacion de plantas como cannabis deben
considerarse dentro de un marco normado de investigacion y de repercusion en la salud
publica con un continuo monitoreo y evaluacion.

* La investigacion responsable en plantas medicinales implica la realizacion de ensayos

pre-clinicos y clinicos, asi como contar con un reglamento de plantas medicinales y
comités de ética especializados.
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3. ENSENANZA DE LA QUIMICA: VISION, PRACTICA Y LOGROS

Cinco quimicos que actualmente ensefian en Estados Unidos presentaron trabajos de
investigacion en el simposio. Mas de 40 personas participaron en el simposio. El objetivo del
simposio fue de discutir temas relacionados a la investigacion en el campo de la educacion
quimica, metodologias de la ensefianza y el fomento de investigacion en el primer y segundo
afio de la carrera universitaria para incentivar a los estudiantes a permanecer en carreras de
quimica.

El Dr. Thomas Bussey, profesor de quimica en la Universidad de California-San Diego,
presento el trabajo que viene realizando en el area de realidad aumentada en la ensefianza de
la bioquimica. La Dra. Resa Kelly, profesora de la universidad de California State-San José
presento su trabajo en investigacion que viene realizando en el uso de videos y animaciones
moleculares para facilitar a los estudiantes a desarrollar una mejor conexion entre la evidencia
experimental y previas experiencias en la comprension de la quimica a nivel molecular. El
Dr. Santiago Toledo de la Universidad de St. Andrews en Texas hablo de como desarrollar
competencias en los cursos de quimica y como evaluar estudiantes para promover el
aprendizaje. La Dra. Carmen Valdez Gauthier profesora y jefa del departamento de quimica
de la universidad de Florida Southern en Florida, presento estrategias para involucrar a
estudiantes a participar en investigacion en el area de Sintesis de Materials Metalo-Organicos
y como a través de este proceso estudiantes desarrollan habilidades de comunicacion, trabajo
de laboratorio, seguridad en el laboratorio y enlazan conceptos aprendidos en la clases
teoricas en su trabajo de investigacion. La Doctora Jennifer Nielson, profesora de quimica y
vice-decana del departamento de fisica, ciencias y matematicas de la universidad de Brigham
Young en Utah, presento el proyecto que ella viene realizando en su universidad con el fin de
ayudar a profesores a incorporar pedagogias de aprendizaje activo.

Esta reunion no solo sirvid para compartir nuestra investigacion en Pertl, pero si no también
para establecer vinculos con universidades peruanas y de las américas. La Dra. Nielson
y la Dra. Valdez Gauthier ambas son miembros del comité de educacion de la Sociedad
Americana de Quimica y sirven como jefa y sub-jefa del comité de educacion del ACS.
La Dra. Kelly es jefa del comité internacional de la division de quimica de la educacion
de la ACS. La conferencia fue muy estimulante con una amplia gama de topicos desde
quimica de la educacion hasta nanotecnologia. La participacion de los estudiantes también
fue muy enriquecedora. Finalmente queremos agradecerles por la oportunidad de participar
el congreso. La organizacion y las atenciones que recibimos, permaneceran por siempre en
nuestro corazon.

4. QUIMICA AMBIENTALY QUIMICA VERDE
»  Existe una problematica seria y real de la presencia de COE en las aguas residuales, que
pueden estar a las fuentes de agua postable y a los productos agricolas.

»  Esnecesario incluir en los planes de seguridad del agua la identificacion y monitoreo de
indicadores de COE.
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Es necesario priorizar e idenificar los indicadores de la presencia de COE, para ser in
cluidos en los programas de monitoreo y establecer sus tendencias.

Implementar procedimientos analiticos validados para la medicion de los indicadores.
Buscar la cooperacion en la comunidad cientifica, incluida la toxicologia, medicina,
biologia molecular, biologia, bioquimica y entre ciencia, administracion y politica.

Los tratamientos de aguas residuales con métodos convencionales no son del todo
satisfactorios. Promover métodos eficaces probados para la remocion de los COE.
Ademas de los estudiados considerar el uso de humedales y procesos de bioabsorcion
avanzada.

Es necesario revisar la legislacion ambiental vigente con el propdsito de incluir
indicadores asociados a los COE.

Promover la participacion de las autoridades competentes, la comunidad cientifica, la
industria y poblacion en general.

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



560
ANEXO N° 4
CONCURSO LA QUIMICAY YO: GANADORES 2018
CATEGORIA KIDS
PRIMER PUESTO: OSORIO REANO, Santiago Alexander, pseudonimo AVENGER

SEGUNDO PUESTO: PACHECO VARGAS, Maricruz Valezka, pseudéonimo DULCE
AMANECER

TERCER PUESTO: TUESTA FLORES, Camila Yamile, pseudénimo MOANA
MENCION HONROSA: CAYCHO LA ROSA, Daira Akemi, pseudénimo MARIE CURIE

MENCION HONROSA: VENTOCILLA ALOR, Clotty Maritha, pseudénimo LA
CIENTIFICA

MENCION HONROSA: VARGAS GUEVARA, Zoray Merly, pseudénimo LA
SONADORA

CATEGORIA JUNIOR

PRIMER PUESTO: PAZ MENDOZA, Mitzy Sharon, pseudéonimo MIMI pm

PRIMER PUESTO: MANRIQUE MURILLO, Wendy Nayeli, pseudonimo VISIONARIA

SEGUNDO PUESTO: MONTOYA SANTIAGO, Jhazmin Almendra, pseuddénimo
CURIOSITA

SEGUNDO PUESTO: CARDENAS SALAZAR, Carmen Diana, pseudénimo DIAMANTE

CATEGORIA SENIOR A
PRIMER PUESTO: ARANGO ALIAGA, Valeria Zahira, pseudéonimo ZAI
SEGUNDO PUESTO: FLORES MORALES, Angel Daniel, pseudonimo ARGENTATO

TERCER PUESTO: ARANA CASTILLO, Armando Vicente, pseudonimo ZWITTERION
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CATEGORIA SENIOR B

PRIMER PUESTO: MARTEL HUAYANAY, Yuseth Vania, por su trabajo “La quimica de
una gota de agua” presentado con el pseudonimo VANADIO

SEGUNDO PUESTO: MEJiA ROJAS, Luz Elizabet, por su trabajo “Un amor imposible de
dos compuestos” presentado con el pseudonimo DIAMANTE

TERCER PUESTO: APONTE ROJAS, Abdiel Enrique, por su trabajo “La quimica y Yo”
presentado con el pseudénimo GIBBS

MENCION HONROSA: MELCHOR LEZAMA, Marina Susana, por su trabajo “Dulce
tentacion” presentado con el pseudonimo ORCHIDEA

MENCION HONROSA: NAUPARI ALVAREZ, Rosmery, por su trabajo presentado
“Mundo catalizado” con el pseudonimo TRIPOLINA
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ANEXO N° 5

GANADORES SUBVENCIONES IUPAC PARA JOVENES CIENTIFICOS

N° NOMBRES INSTITUCION CORREO ELECTRONICO TITULO
SERGIO Uni\{ersidad CARACTERIZACION CALORIMETRICA Y
ALBERTO NaC|onaI.de TEXTURAL DE CARBONES ACTIVADOS
1 ACEVEDO Colombia. saacevedoc@unal.edu.co PREPARADOS CON f:a(ll) A 973 Y 1073
CORREDOR Bogota - KPARA LA ADSORCION DE CO,
Colombia
Universidad EL IMPACTO POTENCIAL DEL USO DE
Nacional de CUBIERTAS PLASTICAS EN SISTEMAS
2 GISELLE General gberenst@ungs.edu.ar PRODUCTIVOS] FRUTIHO,RTI'COLAS: EL
BERENSTEIN Sarmiento CASO DE LOS ESTERES FTALICOS
Buenos Aires -
Argentina
CRISTIAN Universidad SINTESIS Y CARACTERIZACION DE MOFs
ANDRES Nacional de ANCLADO SOBRE TELAS DE ALGODON
3 CANO Colombia. cacanob@unal.edu.co CON POSIBLES APLICACIONES
BENITEZ Bogota'- ANTIBACTERIALES
Colombia
SHEYLA Universidad AISLAMIENTO Y ACTIVIDADES
4 JULISSA Nacional de San sheylafv@gmail.com BIOLOGICAS DE DITERPENOIDES TIPO
FIGUEROA Agustin : AZULENO DEL ALGA PERUANA
VALENCIA Arequipa - Peru GLOSSOPHORA KUNTHII
PERFIL  FITOQUIMICO Y  EFECTOS
CAMILE . . PROTECTORES DE LA FRACCION RICA
CECCONI Unlver5|daq c’jo ) ) ) EN FLAVONOIDES DE LAS HOJAS DE
5 CECHINEL- Vale do Itajai - camilecechinel@gmail.com | BAUHINIA ,FORFICATA LINK EN LOS
ZANCHETTA Brasil EFECTOS TOXICOS INTESTINALES PE LA
QUIMIOTERAPIA CON IRINOTECAN IN
VITRO E IN VIVO
ELECTROHILADO MULTIAGUJA DE
G. MAYELI Centro de
6 | ESTRADA- Investigacion en | mayeli.estrada@ciga.edu.mx POLICAPROLACTONA-BIOVIDRIO/
VILLEGAS Quimica - México QUITOSAN ZNO COMO MATERIAL PARA
PROPOSITOS BIOMEDICOS
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ANEXO N° 6
PREMIO ELIEL (1- 300 dolar, 2- 200 dolar y 3- mencién) mejor trabajo)

PUESTO | NOMBRES | INSTITUCION CORREO ELECTRONICO TITULO

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE
MARIO Universidad ‘ METABOLITOS SECUNDARIOS DEL
1 SIMIRGIOTIS de Chile areche@uchile.cl LIQUEN CHILENO RAMALINA CELASTRI
Chile MEDIANTE EL uso DE

UHPLC/ESI/MS/MS
SINTESIS NANOPARTICULAS
Universidad SUPERPARAMAGNETICAS DE  FesOs
) ROSARIO Nacional de rclopez@uni.edu.pe ESTABILIZADAS CON Si0, Y
LOPEZ Ingenieria D FUNCIONALIZADAS CON SILANOS PARA

Lima-Peru LA PREPARACION DE MIP’S
MAGNETICOS EN CORE@SHELL

DETERMINACION DE QUINOLONAS EN

NAHUN MUSCULO DE POLLO MEDIANTE
3 LANZA Honduras nahunlanza@gmail.com CROMATOGRAFIA LIQUIDA-DAD
SORTO UTILIZANDO QUECHERS COMO

TECNICA DE TRATAMIENTO
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ANEXO N°7

GANADORES SUBVENCIONES ACS (8 pregrado 200 soles y 5 posgrado 320 soles)

N° | NOMBRES | INSTITUCION CORREO ELECTRONICO TITULO
ARTURO Universidad EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
JIMMY Nacional ANTIOXIDANTE Y,TOXICIDAD DEL
1 MENDOZA Gonzales de yimymr3@gmail.com EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS
Ica DE LA ESPECIE Cordia lutea LAM.
RAMIREZ ,
Ica - Peru “Changuaro”
Universidad EVALUACION DE LA ACTIVIIDAD
JUAN Nacional ANTIOXIDANTE Y AN,ALGESICA
oy DIEGO,[ Gonzales de juandiegoacunal996@gmail. | DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
ALAR~CON Ica com HOJAS DE LA ESPECIE Tristerix
ACUNA, , chodatianus (Patsch.) Kuijt
Ica - Peru “ ”
Pupa
NORY Unive‘rsidad RELACION ENTRE NIVELES DE
CARLOTA Nacional PLOMO EN SANGRE Y ACTIVIDAD
3 NEIRA ’ Mayor de San | 11040047@unmsm.edu.pe | DE & —ALAD EN TRABAJADORES
PALOMINO ‘Marcos ) DE IMPRENTA DEL CERCADO DE
Lima - Peru LIMA.
Universidad EVALUACION DE LAACTIYIDAD
ANICAMA Nacional ANTIOXIDANTE Y ANA’LGESICA
4 LIZAR;ABU Gonzales de leonardo.anicamalO@gmail. | DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
RO, CESAR Ica com HOJAS DE LA ESPECIE TRISTERIX
LEONARDO , CHODATIANUS (PATSCH.) KUUT
Ica - Peru " ”
PUPA'
CONTRIBUCION AL  ESTUDIO
GUINNET Universidad FITOQUIMICO DE PARTES AEREAS | ~(ECRADO
PAOLA D|§tr|ta| ) . DE LA ESPECIE MOMORDICA
5 FUQUE,NE Francisco José gpao-2012@hotmail.com CHARANTIA LINN
BUSTOS de Caldas (CUCURBITACEAE) Y EVALUACION
Colombia DE SuU CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE
CARACTERIZACION,  ACTIVIDAD
MARIA ANTIOXIDANTE Y ESTABILIDAD DE
6 CLAUDIA, Colombia klaudiamontalvo@gmail.com LAS BETALAINAS AISLADAS DEL
MONTALV & ! FRUTO DE DOS ESPECIES DE
O REVELO CACTUS: OPUNTIA STRICTA HAW
Y OPUNTIA ELATIOR MILL.
LIZ KANDY, Uni\{ersidad OPTIMIZACION GLOBAL ) DEL
7 | CAMAYO NaC|on-aI fje lkgutiereez@gmail.com CLUSTER I.NTERMETALICO
GUTIERREZ Ingenieria CATIONICO [CuBig]** MEDIANTE
Lima - Peru EL ALGORITMO AUTOMATON
CONTENIDO DE POLIFENOLES Y
ERIKA Unive.rsidad CAPACIDADIANTIOXIDANTE EN LA
LIZET Nacional ELABORACION DE UNA BEBIDA A
8 CHAIIITIA Mayor de San | erika.lizet.chma@gmail.com | BASE DE MALTA DE TRES TIPOS
MAMANI Marcos DE QUINUA: ROJA (INIA-415
Lima - Peru PASANKALLA), NEGRA (INIA 420 —
NEGRA COLLANA) Y BLANCA
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(SALCEDO  INIA) SABORIZADA
CON JUGO DE ARANDANO
(VACCINIUM CORYMBOSUM)

EXTRACTOS DE MAYTENUS

Universidad de DISTICHA  INDUCEN  EFECTOS

FELIX la Frontera cristian.paz@ufrontera.cl C|TOTOXIC,OS A TRAVES DE LA
DUPRAT Chile PROMOCION DE APOPTOSIS EN
CELULAS HUMANAS DE CANCER
DE PROSTATA, MAMA Y PULMON
Universidad APROVECHAMIENTO DE
?Zi;sl'caa ZEOLITAS NATURALES PARA EL
(IZ;IUAL\I\;Z Particu.lar de deguaya@utpl.edu.ec ;EQITDAUI\:ILEE'\SITOURBA?\IEAS YAGI'Ij_ﬁ POSGRADO
Loja GENERACION DE FERTILIZANTES
Ecuador

DE LIBERACION LENTA

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



566

ANEXO N° 8

Registro impreso y visual de las actividades realizadas contenidos en los dos CDs con
alrededor de 800 fotografias y en los 25 videos (en 16 estuches) que cubre la filmacion
de alrededor de 150 horas de actividades en los diversos ambientes del CQFP el cual fue
alquilado para la realizacion de nuestro CbIQ. Igualmente se adjunta un video de 5 minutos
a manera de resumen asi como de una entrevista post evento en el programa Encuentro con
la Ciencia por invitacion del Dr. Modesto Montoya trasmitida en Ecco Radio el dia 09 de
noviembre
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ANEXON°9

Congreso Iberoamericano de Quimica
XXIX Congreso Peruano de Quimica

Octubre 16-19, 2018, Lima, Peri
“La quimica peruana rumbo al bicentenario”

ENCUESTA DE SATISFACCION

567

Estaremos muy agradecidos si nos ayuda con esta encuesta.
Por favor marque con una X la opcién mas correcta segiin su opinion.

5 indica mayor grado de satisfaccion y 1 el menor.

1. INFORMACION GENERAL

No

1 2 3 4 5 opina

Difusion del congreso

Utilidad de la informacion del sitio web del congreso

Facilidad para la realizacion de la inscripcion

20 | 41| 36

Atencion del personal organizador durante el evento

[N ISR RO

olo|eo|~

20 | 41| 36

2. FACILIDADES

Calidad y comodidad de las instalaciones (equipamiento, mobiliario, iluminacion, etc.)

Utilidad de los materiales entregados (libro del programa, CD, etc.)

Satisfaccion del coffee break

Interés de las actividades paralelas al Congreso (QUIMITEC, cursos, taller, etc.)

3. PROGRAMA DEL CONGRESO

Interés en las conferencias plenarias o, 204 36| ,
Calidad en la presentacion de los posteres o1 |a| 3
Nivel de presentacion de las conferencias o1 |s|ai 3
Grado de interés en las mesas redondas 02 ufan| o
Novedades en los temas presentados 0, 13 fao 3|
Moderacion de las mesas (control de tiempos, turnos de palabra, etc.) o | 1o 2| 1
Cumplimiento de la programacion establecida 0 s M| ja] 5

4. VALORACION GENERAL

| Grado de satisfaccion general del Congreso

Rev Soc Quim Peru. 84(4) 2018



568

ANEXO N° 10

P g

A

%W'2 Mondstorial
W25 1 208-PROCUCE

Lma. gg jux 108

VISTOS, Las Cartas de registro N's 001671562017 y 00007091-2018 de In
Sociecad Quimica del Perd, of Memaaando N* 073-2018-PRODUCEOVMYPE-WOGPAR
u-ohmmnmlumnuymwm el wforme N* 05-2018
moucawwpempmooﬂrmm de Ores de

Presupuesto y Modernzackin, of informe N* 072-2010-PRODUCEXDGPFM-OPM de In
ymm\\ om-ammm,mm ¥

] CONSIDERANDO:

\___g!)/ unmmsumwwwnmnummmm
ds Ovpanizaciée y Fundiones del Minstero de la Productiée v modfizmonas,
muqmaumnmumm
Mnooymm P ntemo, p 0y desavolo de

¥y comercio intema en @l dmbsto de su jurisdicdon

Que. moedante Caras de regsto N's 00187195.2017 y CCO07091-2018, fs
Presdenta de 2 Soziedad Quimics del Perd solicta odoalzar ol evento denominady
“Congreno Iberasmencanc de Quinica y XXIX Congreso Peruano de Quimica” a realzarse
muwat.mwwuuamam

= Cue, mdMMﬂT&&lMWMdM
e G-nm(omuumwammvmu-w o Informe N*
06-2018-PRODUCECVMYPE-UDGPAR-COPIF sparera de @ Dimecido de Ordessmmianto
de Producios industiales y Fiscalizados, ol cud sefiaa qua el MeNsionado swnto bans
relacion direcsa con Ias oy 8 de o de b industria nacicnal del Minksieo
wum.llmmmm W con ol ¥ fomento da s
FNOVIOON, 10 quo 5o relacona con (B funcidn establecids en of numerx 2.2 del articuio 3
uwummmlmmuumahvmmm

madianty Decrelo Supremo N 2017-PRODUCE y modficatods, ol cusl sefiss que of
v Minstre ¢e 1o Producoion compeionoia  do  manars  exciishl o [ )
F% ndusiriel y cevnarmento de producfos Oscalizacos.
M | & cAln penal ¥ o oy an of AmiNio ce sus A
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Que, por el Memorando N* 619-2018-PRODUCE/DVMYPE-/DGPAR e Director
G i (¢) de Ia Direccion Gi | de Politicas y Anélisis Regulatono remite y hace suyo
el informe N 024-2018-PRODUCE/DVMYPE-IDGPAR-ON-spereira de la Dweccion de
Normatividad, que ratifica la opinidn técnica emitida por la Direccién de Ordenaméento de
Productos Industriales y Fiscalizados, sefalando que la mencionada solicitud tiene la
calidad de peticién gracable, debiendo ser evaluada al amparo de lo establecido en el
articulo 121 del Texlo Unico Ordonado de la Ley N* 27444, Ley del Procedimiento
Administrativo G aprob Decreto Supr N° 006-2017-JUS;

Que, por Memorando N° 00438-2018-PRODUCE/QOGPPM la Directora General de
la Oficina General de Planeamiento Presupuesto y Modemizacion remite el Informe N*
072-2018-PRODUCE/OGPPM-OPM de la Oficing de Planeamiento y Modernizacién, el
cual concluye que los temas a tratar en el mencionado evento estan alineacos con e
Objetivo Estratégico Institucional 01 ds! P!an Estratégico Insttucional (PE!) 2018 - 2020

del Ministerio de 1a Produccién, ap diante Resolucion Ministerial N* 636-2017-
PRODUCE! 4\

Que, onuesenhoo esprocededalaoﬁcnalvzawndel mnbooanorrmado
e Iber de Quimica y XXIX Cong P de Quimica”
madowlaSoc&adad’“ ica del Peruar enlacudaddeLtmdeliSd
19 de cctubre de 2018

De formidad con lo di “m.lDocroloLogulahvoN‘lu7Decrelo
Legslativo que aprueba la Ley de O y F del Ministeno de ka

Produccion ymoutﬁcalorias.yoloom&apmmo N" 002-2017-PRODUCE. que aprueba
ol Reglamento de Organizacion y Funciones dal Ministerio de |a Produccidn y
medificatoria;

SE RESUELVE:

Articulo 1- Oficializar el to d L C 1b 0 de
Quimica y XXIX Congreso Peruano de Quimica” olomlzado r ia Sociedad Quimsca del
Peru a realizarse en la ciudad de Lima del 16 al 19 de octubre de 2018,

Articulo 2.- Publicar la presente Resolucion Ministerial en & Portal
/ﬁ;‘r - Institucional del Ministerio de fa Produccidn (www.produce gob.pe), el mismo dia de su
i publicacion en el Drario Oficial El Peruanc

\'@’s:_?'/ Registrese, comuniguese y publiguese
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DRA. OLGA R. LOCK SING, EPONIMA DEL VI CONGRESO
LATINOAMERICANO DE PLANTAS MEDICINALES, COLAPLAMED

El CONGRESO LATINOAMERICANO de PLANTAS MEDICINALES (COLAPLAMED)
es un evento académico de caracter internacional anual que se desarrolla a través de
conferencias y plenarias dictadas por profesionales idoneos, con trayectoria cientifica
y reconocimiento internacional en su campo de especialidad, con el fin de intercambiar
experiencias, intercambiar ideas y conocer los avances cientificos-tecnologicos en el area
de las plantas medicinales y sus aplicaciones. Lo que motiva a los jovenes cientificos en
formacion (estudiantes de pregrado, maestria y doctorado) a continuar en el maravilloso
campo de la investigacion en plantas medicinales.

El COLAPLAMED se viene realizando desde el afio 2013 bajo el patrocinio de la Sociedad
Latinoamericana de Plantas Medicinales, SOLAPLAMED, y en esta oportunidad, en su
sexta version correspondiente al afio 2018, el VI CONGRESO LATINOAMERICANO DE
PLANTAS MEDICINALES, ha rendido un homenaje a la Dra. Olga R. Lock Sing, nuestra
ex Presidenta de la Sociedad Quimica del Pert, al considerarla epoénima de este importante
evento llevado a cabo en la Universidad Nacional de Trujillo del 15 al 17 de agosto de 2018.
Dentro de las areas tematicas que se desarrollaron estuvieron la medicina tradicional, las
plantas latinoamericanas promisorias, las plantas medicinales como materia prima de
medicamentos, cosméticos y alimentos y su control de calidad, los metabolitos secundarios,
la cadena productiva de las plantas medicinales y su articulacion en los sectores productivo
y cientifico-tecnologico, entre otros.

Participaron 25 conferencistas plenarios de diversos paises latinoamericanos y se presentaron
poco mas de 220 resimenes de trabajos de investigacion los que fueron expuestos ya sea en
forma oral o a través de posteres.

La Dra. Lock ofrecio una conferencia que bajo el titulo de “Lo esperado y lo inesperado
de la investigacion fitoquimica. Una experiencia de vida” narré sus experiencias en la
investigacion desde sus inicios como estudiante de la Maestria en Ciencias Quimicas en el
Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Monterrey, Nuevo Leon, México, bajo la
asesoria del reconocido y distinguido Maestro Doctor Xorge A. Dominguez en el afio 1968
a la fecha, 50 anos dedicada a la investigacion de nuestras plantas especialmente de uso
medicinal y tintorea que le ha permitido publicar sus resultados en revistas especializadas,
ademas de la obra Investigacion Fitoquimica: Métodos en el Estudio de Productos Naturales
que en sus tres ediciones publicadas por la PUCP, la ultima en el afio 2016, es utilizada
ampliamente por quienes desarrollan sus investigaciones en este campo.

La Sociedad Quimica del Perti se suma a este merecido reconocimiento de SOLAPLAMED
a la Dra. Lock.
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CONGRESO IBEROAMERICANO DE QUIMICA
XXIX CONGRESO PERUANO
LIMA - PERU
Del 16 al 19 de Octubre 2018



