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Editorial

EFECTOS EN LA PRODUCCION CIENTIFICA Y AVANCES EN LOS
PROYECTOS DE INVESTIGACION EN EL PERU EN EPOCAS DE PANDEMIA

América Latina es una de las regiones mas golpeadas por la pandemia de COVID-19,
segun estimaciones de organismos internacionales como la CEPAL, el Banco Mundial
y la OMS. La pandemia sigue generando enormes retos y dificultades, en el Pert y en el
mundo, particularmente para América Latina y el Caribe (ALC) a pesar de que varios paises
siguen tomando medidas y restringiendo algunas actividades para evitar la propagacion
del virus, los casos siguen aumentando. E1 COVID-19 sigue generando una alta demanda
en diversos suministros médicos, descontrol en los sistemas nacionales de salud publica,
devela las carencias de acceder a una atencion médica digna, ALC sigue enfrentando diversos
problemas no solo en diagnosticos, sino en una incapacidad de respuesta sanitaria para
enfrentar de forma oportuna esta pandemia, incluyendo, ahora, una transparencia efectiva en
la gestion publica de las vacunas, cuyos efectos en esta crisis son el desempleo, la pobreza y
la creciente incertidumbre. Pero, ante este panorama, nos ha mostrado la importancia de la
ciencia, tecnologia e innovacion (CTI) para hacer frente a los retos globales y su papel que
ha ejercido en la toma de decisiones politicas durante estos tiempos, donde se ha logrado
avanzar hacia el entendimiento del nuevo patdgeno en cuestion de meses y es gracias al
trabajo colaborativo que profesionales de la salud han estado llevando a cabo. Ahora, mas
que nunca, las expectativas de la multitud en general se han encaminado a la ciencia con ojos
criticos en espera de respuestas llenas de esperanza.

Desde un marco analitico del CTI en los tltimos cinco afios (2017 a febrero 2021), segin Scopus,
en el Pert se realizaron 17 334 publicaciones, repartidas al 2017 (17,2 %), 2018 (20,3 %), 2019
(25,6 %), 2020 (32,9 %) y hasta febrero del 2021(4 %), que conllevaria a un crecimiento de 5 %
anual. Las universidades que lideran en este periodo son la Pontificia Universidad Catdlica del Pera
(12,1 %), Universidad Nacional Mayor de San Marcos (11,5 %), Universidad Peruana Cayetano
Heredia (11,2 %), Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (7,6 %) y entre otras (57,6 %). En
este mismo periodo, solo el 2 % corresponde al area de la quimica con 435 articulos, distribuidos
al 2017 (15 %), 2018 (18 %), 2019 (24 %), 2020 (35 %) y hasta febrero 2021 (8 %). Pero los
hechos ocurridos durante el 2020, conllevo a un cambio en las tendencias de investigacion,
que se evidenciaron sobre los 5 705 documentos publicados en ese afio, encabezado por
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (11,8 %), Universidad Peruana Cayetano
Heredia (10,1 %), Pontificia Universidad Catdlica del Pert (10,0 %), Universidad Peruana de
Ciencias Aplicadas (8,4 %) y entre otras universidades (59,7 %), donde las areas dominantes,
ahora, fueron Medicina (16,7 %), Ingenieria (10,9 %), Ciencias Sociales (10,6 %), Agricultura
y Ciencias Biologicas (8,9 %), Ciencias de la Computacion (7,9 %), entre otras mas ramas. Este
efecto del 2020 se evidencia porque involucrd prioritariamente los financiamientos recibidos por
patrocinadores nacionales como internacionales y, en este contexto, la participacion del Fondo
Nacional de Desarrollo Cientifico, Tecnologico y de Innovacion Tecnologica (FONDECYT)
ocupo el tercer lugar con 157 publicaciones (2,8) y el Consejo Nacional de Ciencia, Tecnologia
¢ Innovacion Tecnoldgica (CONCYTEC) ocup6 el cuarto lugar con 112 publicaciones (2 %)

Rev Soc Quim Peru. 86(4) 2020



340

sobre la base de las 5 705 publicaciones del 2020, siendo el 95,3 % correspondiente a
otras fuentes de financiamiento. Entonces, basados en la informacion del CONCYTEC, en
Recursos Humanos y Gestion de la Informacion en CTI sobre la Gestion del Conocimiento
en todo el Pera (noviembre 2020) en referencia a la estandarizacion, sinceramiento de
informacion y mejora de procesos, actualmente existe acceso a literatura cientifica (IEEE,
IOP, SAGE, Taylor & Francis, WILEY, Scopus, EBSCO), se tiene 118 universidades, 9
Escuelas Superiores, 15 institutos gubernamentales y 12 IPIs integradas al repositorio de
publicaciones ALICIA, se dispone del convenio con DuraSpace: desarrollo y mantenimiento
del software de repositorios institucionales; asimismo, hay una informacion actualizada de
53 universidades e IPIs sobre gestion de la informacion en investigacion, existe una mejora
en el Directorio de RRHH afines a la CTI (ex DINA) e informacion estadistica sobre CTI en
el Peru para la Red Iberoamericana e Interamericana de Indicadores de Ciencia y Tecnologia
(RICYT). Entonces, basados en las estadisticas generales del Repositorio Institucional del
CONCYTEC, el numero de articulos cientificos descargados para el afio 2019 (15 917), 2020
(84 131) y hasta febrero del 2021 (20 701), siendo las ciudades con el mas alto indicador
registrado, Lima (35 845), Arequipa (7 263), Trujillo (4 270) y en el exterior (42 672), en el
caso de los paises que utilizaron este servicio a nivel mundial fueron Pert (65 483), México
(9 804), Estados Unidos de América (8 367), Colombia (5 297), otros paises (16 812). Pero
en el recuento de articulos depositados fue solo en el 2018 (29), 2019 (103), 2020 (1 747)
y en febrero del 2021 (8). Esta misma necesidad ha generado un aumento récord en el volumen
de investigaciones realizadas durante esta pandemia, pero esta generando cambios significativos
en los procesos de publicacion cientifica y exacerbando atin mas la brecha de género ya existente
en el area de investigacion, asi como también se debe hablar de los riesgos que implicaria si
estas investigaciones no se estuvieran llevando a cabo bajo el mas alto rigor de calidad y no solo
luchamos contra una epidemia; estamos luchando contra una infodemia, segun afirma el director
general de la OMS, Tedros Adhanom Ghebreyesus.

En una vista general en el portal de transparencia del gobierno (http://www.transparencia.gob.pe),
el Presupuesto Institucional Modificado para 2019 del FONDECYT fue de S/ 160 452 240 con
un avance de 94,3 %, durante el 2020 fue de S/ 159 479 962, con un avance de 88,1 % y
actualmente al 2021, es de S/ 136 174 768 con un avance de 1,2 %. Mientras que para el
2019, al CONCYTEC se le asigno S/ 26 130 047 con un 91,8 % de avance, durante el 2020
fue de S/ 25 012 919, con un 91,3 % de avance y actualmente, al 2021, se le asignod S/ 29
735 713 con un avance de 7,0 %. Haciendo evidente que no existe un marco claro de politica
econdmica orientado a mejorar en el desarrollo tecnoldgico y, segln el analisis del gasto
publico (AGP) en Ciencia, Tecnologia e Innovacion (CTI), cuyo propoésito es determinar
la calidad de la combinacion de las medidas adoptadas por el Gobierno del Pert para
incrementar las oportunidades de impacto que mejoren la competitividad de la econo—mia
y que esta plasmado en el Estudio de Linea Base del Gasto Publico en Ciencia, Tecnologia
¢ Innovacion en el Pert, (Proyecto CONCYTEC, FONDECYT y el Banco Mundial en
marzo del 2020), cuyo soporte estd basado en la documentacion del Gobierno del Peru,
como la Ley Marco de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Tecnologica (Ley 28303), Plan
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Nacional de Competitividad y Productividad (Decreto Supremo 237-2019 EF), Ministerio
de Economia y Finanzas. Politica Nacional de Competitividad y Productividad, Documento
Resumen, Consejo Nacional de Competitividad y Formalizacion, que consolidaron los
siguientes resultados y conclusiones: existe una alta concentracion del gasto en pocos
instrumentos; desbalance en la representacion de los objetivos estratégicos del plan nacional
de competitividad y productividad; alta concentracion del gasto dentro de los sectores de
gobierno; alta superposicion de objetivos entre instrumentos; alta superposicion de objetivos
entre sectores de gobierno; alta duplicacion de esfuerzos en creacion de conocimiento;
instrumentos con referencia a multiples mecanismos de intervencion; instrumentos con
multiples tipos de beneficiarios; gran proporcion del gasto enfocado a beneficiarios
académicos; escasa especializacion de instrumentos enfocados al sector privado y perfil
académico del sector produccion, bajo estas evidencias, con fecha 2 de noviembre del 2020,
el Congreso presento el Proyecto de Ley 06575/2020-CR, mediante el cual se propone la Ley
del Sistema Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion.

Una produccion de articulos cientificos de esta dimension no habria sido posible sin recursos
que financiaran este proceso extraordinario y no solo la pandemia ha sido un propulsor en
materia de produccion, sino también de accesibilidad cientifica. En este contexto, se debe
proponer que las investigaciones y proyectos en CTI no son un gasto, sino una inversion y
una gran fortaleza si son usadas para la toma de decisiones de un pais, pero se necesita un
cambio profundo en las politicas publicas y econémicas del mismo, para la mejora del futuro
basados en la ciencia, tecnologia e innovacion.

Prof. Aldo Javier Guzmdn Duxtan
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica
aldo.guzman@unmsm.edu.pe
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, POLIFENOLES Y FLAVONOIDES
DE Coffea arabica de CINCO REGIONES PERUANAS

Silvia Sudrez Cunza?, Elvi Alfaro Pillihuaman®, Emilio German Ramirez Roca™

RESUMEN

El café¢ preparado de diversas formas contiene fenoles y flavonoides con actividad
antioxidante y con beneficios para la salud. El café peruano cuenta con escasa informacion
sobre sus propiedades antioxidantes. Los objetivos fueron evaluar la capacidad antioxidante
total in vitro, y el contenido de fenoles totales y flavonoides de cafés procedentes de los valles
de Chanchamayo (Junin), Tutumbaro (Ayacucho), Oventeni (Ucayali), Jaén (Cajamarca) y
Quillabamba (Cusco). Las muestras se prepararon por infusion al 2 % p/v. Se determinaron
solidos solubles por refractometria y densidad aparente por gravimetria; fenoles totales con
el reactivo de Folin-Ciocalteau y flavonoides segun Zhishen. La capacidad antioxidante total
se evalu6 empleando DPPH, ABTS.+ y FRAP, los resultados se expresan como capacidad
antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) y como equivalente a acido ascérbico (AAEAC).
Se encontraron 2,8-3,0 mmol EAG/g de fenoles totales, los flavonoides fueron 135155 pmol
ECq/g. Los resultados de TEAC con DPPH estuvieron entre 44-52 mg/g y para AAEAC
entre 41-50 mg/g; con el ABTS, la TEAC fue de 55-62 mg/g y AAEAC fue entre 47-52
mg/g; hubo diferencia significativa (p<0,05) para el DPPH y ABTS entre Junin y Cusco. En
el FRAP, estuvieron entre 493 y 540 umol EqFeSO4/g. No hubo diferencias significativas.
Se concluye que los extractos acuosos de los granos tostados y molidos de Coffea arabica
procedentes de los cinco valles poseen efecto antioxidante in vitro en asociacion con el
contenido de fenoles totales y flavonoides, la diferencia en capacidad antioxidante no es
relevante. Este comportamiento es comparable con resultados reportados en la literatura
internacional.

Palabras clave: Coffea arabica, café, antioxidantes, polifenoles, flavonoides.

* Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion, Facultad de Medicina, UNMSM — Lima. Avenida Grau 755,
Lima Cercado, Lima 01.

® Escuela de Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Salud, UNSCH — Ayacucho. Av. Independencia
s/n. Cuidad Universitaria. Ayacucho. *E-mail: Emilio.ramirez@unsch.edu.pe
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ANTIOXIDANT ACTIVITY, POLYPHENOLS AND FLAVONOIDS
OF Coffea arabica FROM FIVE PERUVIAN REGIONS

ABSTRACT

Coffee prepared in various ways contains phenols and flavonoids with antioxidant activity
and health benefits. Peruvian coffee has little information on its antioxidant properties.
The objectives were to evaluate the total antioxidant capacity in vitro and the content of
total phenols and flavonoids; then compare the coffees from the valleys of Chanchamayo
(Junin), Tutumbaro (Ayacucho), Oventeni (Ucayali), Jaén (Cajamarca) and Quillabamba
(Cusco). Samples were prepared by 2% w/v infusion. Soluble solids were determined by
refractometry and apparent density by gravimetry; total phenols with the Folin-Ciocalteau
reagent and flavonoids according to Zhishen. The total antioxidant capacity was evaluated
using DPPH, ABTS. + and FRAP, the results are expressed as Trolox equivalent antioxidant
capacity (TEAC) and as Ascorbic Acid equivalent antioxidant capacity (AAEAC). Total
phenol results were 2.8-3.0 mmol GAE/g, flavonoids were 135—155 pumol ChE/g. The results
of TEAC with DPPH were between 44-52 mg/g and between 41-50 mg/g for AAEAC;
with ABTS between 55-62 mg TEAC/g and between 47-52 mg AAEAC/g; There was a
significant difference (p <0.05) for the DPPH and ABTS between Junin and Cusco. In the
FRAP, between 493 and 540 pmol EqFeSO4/g. There were no significant differences. It is
concluded that the aqueous extracts of the roasted and ground grains of Coffea arabica from
the five valleys have an antioxidant effect in vitro in association with the content of total
phenols and flavonoids, the difference in antioxidant capacity is not relevant. This behavior
is comparable with results reported in the international literature.

Key words: Coffea arabica, coffee, antioxidants, polyphenols, flavonoids.

INTRODUCCION

El consumo de café parece, en general, seguro dentro de los niveles habituales de consumo.
Preparado de diversas formas contiene compuestos bioactivos no enzimaticos con
capacidad antioxidante, reconocido ademas por sus beneficios para la salud'. El contenido
de los compuestos bioactivos no enzimaticos incluye el alcaloide cafeina, ademas de
acidos fenolicos, principalmente los acidos clorogénico, elagico y cafeico; también estan
presentes flavonoides; variando el contenido de estos componentes entre especies y lugar
de origen, proporcionandole al café la calidad de alimento funcional y nutracéutico. Debido
a la variedad de compuestos bioactivos no enzimaticos, actualmente se conoce que este
producto agroalimentario posee una seric de propiedades como actividad antioxidante,
anticarcinogénico y antimutagénica’.

La composicion, asi como sus propiedades fisicoquimicas y organolépticas dependen de
diversos factores, los edaficos, la altura, las condiciones climaticas, la radiacion solar y otros.
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El territorio nacional tiene tal diversidad de condiciones que favorecen la produccion del café
de modo tal que el 64 % de las regiones producen este recurso vegetal®. El café producido
hasta su preparacion, como bebida, sufre modificaciones en composicion y propiedades con el
tratamiento y procesamiento poscosecha, las propiedades antioxidantes, por lo tanto, pueden
variar sin que ello signifique necesariamente pérdida, porque eventualmente puede aumentar
por la formacion de otros compuestos con actividad antioxidante, como los productos de
Maillard*.

En el Peru, el café se cultiva a altitudes desde los 600 hasta los 1 800 metros, el 75 % de las
zonas de cultivo se encuentran por encima de los 1 000 metros sobre el nivel del mar®. El
Pert es reconocido como un pais cafetalero en términos de calidad; sin embargo, los estudios
sobre el café cultivado en el Pert estan orientados principalmente a los aspectos de cultivo,
de procesamiento y calidad organoléptica®; siendo escasos los estudios sobre las propiedades
funcionales de sus compuestos bioactivos no enzimaticos. El estudio de las propiedades
antioxidantes in vitro, de diversas variedades de café que se cultivan en el territorio nacional,
es importante para su valoracion, mas alla de las propiedades fisicoquimicas y sensoriales.

La importancia de estas propiedades fueron la base de los objetivos del presente estudio,
la evaluacion de las propiedades antioxidantes y la comparacion de estas propiedades de
los granos de café tostados provenientes de cinco regiones del pais, con el fin de hallar un
denominador comun en su comportamiento, que pueda contribuir a una mejor valoracion
en su biocomercio. Adicionalmente, la informacion generada permite una comparacion con
otros estudios en granos de café¢ a nivel internacional.

PARTE EXPERIMENTAL

Obtencion de las muestras

Se obtuvo un kilogramo de semilla con cascara de café organico de la especie Coffea arabica
provenientes de los valles Tutumbaro (Ayacucho, temperatura media anual 24,4°C, altitud
1760 m), Chanchamayo (Junin, temperatura media anual 24,6°C, altitud 700 m), Oventeni
(Ucayali, temperatura media anual 26,1°C, altitud 1336 m), Jaén (Cajamarca, temperatura
media anual 24,5°C, altitud 729 m) y Quillabamba (Cusco, temperatura media anual 23,6°C,
altitud 1047 m) del Pert, en temporada de cosecha en el mes de marzo de 2018. En todos los
casos se realizé un muestreo por conveniencia.

Disefio metodolégico

El tipo de estudio fue cuantitativo mediante un diseflo observacional analitico que incluye
comparaciones de los granos de diversa procedencia y asociaciones de los parametros
evaluados. El analisis de los resultados se realizo aplicando ANOVA y como prueba de pares
poshoc, Tukey, se consider6 significativo para un valor p < 0,05. La asociacion se analizd
mediante la correlacion de Pearson. Se emple6 el programa EXCEL 2016.
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Preparacién de las muestras y los extractos acuosos

Las semillas fueron lavadas secuencialmente con agua destilada, luego con una solucion
de hipoclorito de sodio al 0,1 %, se dejo por 5 minutos y finalmente con agua bidestilada.
Se dejo secar a temperatura ambiente por una hora; a continuacion, se realizo la separacion
de la cascara. Los granos pelados fueron sometidos a tostacion en una maquina tostadora
de café de acero inoxidable a una temperatura de 200 — 220°C durante 8 — 12 minutos,
posteriormente se procedié a reducir su tamafio en un molino de café, igualmente de acero
inoxidable. Los granos tostados y molidos fueron desecados en la estufa a 37°C durante 24
horas, se uniformizo la humedad en un rango de 11 — 12,5 %. El producto de este proceso se
us6 para la preparacion de los extractos acuosos. Se prepararon extractos al 2,0 % con agua
bidestilada a 80 °C y agitacion por 30 minutos, se procedio a filtrar. El filtrado se us6 para los
analisis de antioxidantes y cuantificacion de fenoles totales y flavonoides.

Determinacion de propiedades fisicas

Se evalto densidad aparente, masa seca y solidos solubles. La densidad aparente se determind
por gravimetria, se midio 1 mL del extracto y se determind el peso en una balanza analitica de
sensibilidad 0,0001 g. Se llevo a sequedad en una estufa hasta peso constante y la diferencia
de pesos correspondi6 a la masa seca. Los solidos solubles se midieron en un refractometro
digital, de sensibilidad 0,01 brix con termémetro incluido. Todos los analisis se realizaron
por triplicado de muestras independientes a una temperatura de 25°C.

Determinacion de compuestos bioactivos no enzimaticos: polifenoles y flavonoides
Contenido de polifenoles. Fueron cuantificados con el reactivo Folin Ciocalteu’. El tubo de
reaccion de un mililitro contenia 0,1 ml de muestra o estandar, se le anadié 0,5 mL del
reactivo Folin Ciocalteu diluido 1:10 y una solucion de Na2CO3 al 7,5 %. Después de 30
minutos se ley6 a 765 nm. Se prepar6 tubo blanco de reactivos. El estandar fue acido galico
de 20 pg/mL. Se realizaron tres repeticiones y los resultados se expresan en mmol EAG/g.

Contenido de flavonoides (CF). La cuantificacion de los flavonoides se realizé con la técnica
de Zhishen et a/’. Basado en la propiedad complejante de los flavonoides frente el aluminio
(2,5 %) en presencia de NaNO, (5 %) en medio alcalino (NaOH 1 M). La absorbancia se leyo
a 510 nm. La curva de catequina se prepard de 50-250 pM. El tubo de reaccion contenia 0,5
mL de la muestra de extracto o el patron de catequina, 150 pL de nitrito de sodio, después de
5 minutos, se agrego6 250 uL de cloruro de aluminio, reposo por 6 minutos y finalmente 250
pL de NaOH, después de 10 minutos se leyeron. Se prepar6 un blanco de reactivo y un blanco
de muestra. Se realizaron tres repeticiones y los resultados se expresan como equivalentes de
catequina (umol ECq/g).

Medicion de la Capacidad Antioxidante Total (CAT)

La CAT se midi6 con el radical ABTS.+ con la técnica de Re et al’. El radical se preparo a
partir del compuesto ABTS [acido 7-azinobis- (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)] 7
mM en reaccion con persulfato de potasio 2,45 mM, durante 16 h alejado de la luz. La
presencia del antioxidante reduce la absorbancia inicial de 0,7 + 0,02 medido a 734 nm.
Se prepard tubos de control, blanco y muestra; los tubos tenian un volumen final de 1,0
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mL y la muestra de extracto fue de 20 pL. Se realizaron tres repeticiones y las lecturas se
realizaron después de 7 minutos de reaccion en un ambiente alejado de la luz. Los resultados
se expresan como capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC-ABTS) y capacidad
antioxidante equivalente al acido ascorbico (AAEAC-ABTS). La curva de calibracion de
Trolox fue de 0,5 a 2,5 ng/mL y la del acido ascérbico de 1,0 a 4,0 pg/mL.

CAT con el radical libre DPPH. El radical libre difenil picril hidrazilo (DPPH) de color
purpura fue preparado en etanol grado analitico para una lectura inicial de 0,6 + 0,02 medido
a 517 nm (Joyeux et al)'®. Se prepararon tubos de control, blanco y muestra; los tubos tenian
un volumen final de 1,2 mL y la muestra de extracto fue de 0,4 mL, se dejaron reaccionar
alejados de la luz y después de 30 minutos se midi6 la absorbancia. Los resultados se expresan
como capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC-DPPH) y capacidad antioxidante
equivalente al acido ascorbico (AAEAC-DPPH). La curva de calibracion de Trolox fue de
0,5a2,5 pg/mL y la del acido ascorbico de 1,0 a 4,0 pg/mL.

CAT medido como el potencial antioxidante de reduccion de Fe*? (FRAP). Se evalud segun
la metodologia de Benzie et a/''. La molécula 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) actiia como
un ligando altamente estabilizador de Fe™ ante la presencia de un antioxidante que reduce
el ion Fe™, en tampon acetato 300 mM, pH 3,6. La reaccion se midio por el aumento de la
absorbancia a la longitud de onda de 593 nm. El tubo contenia 50 uL del extracto acuoso de la
muestra y 950 pL de la mezcla buffer acetato: TPTZ: hierro férrico (10:1:1); se dejé reposar
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se uso una solucion de sulfato ferroso como
referencia de 100 - 750 uM.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas fisicas

Las cinco muestras de Coffee arabica obtenidas de cinco regiones que geograficamente se
ubican en la zona nororiente (Cajamarca), en la zona selva central (Ucayali y Junin), en la
zona central sur (Ayacucho) y suroriente (Cusco), tienen en comun la temperatura media
anual que va desde 23,6 °C a 26,1 °C, con un promedio de 24,6°C, aunque la altitud es
variada y va desde 700 m.s.n.m. hasta 1760 m.s.n.m.

Los resultados de los solidos solubles y la densidad aparente son homogéneos y no presentan

diferencias significativas (tabla 1). Los valores obtenidos expresan que las cinco muestras
contienen sustancias cuantitativamente muy cercanas.
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Tabla 1. Propiedades fisicas de los extractos de Coffea arabica procedente de cinco
regiones del Peru.

Sélidos solubles Densidad aparente
grados Brix (% p/p) g/mL
Ayacucho 0,50 1,009
Junin 0,53 1,017
Ucayali 0,50 1,016
Cajamarca 0,53 1,017
Cusco 0,50 1,014

Con estos datos, y considerando que todas fueron sometidas al mismo procedimiento de
secado, tostacion y molienda, las propiedades fisicas de densidad aparente y s6lidos solubles
no mostraron diferencias significativas (tabla 1). Los procesos seguidos hasta la obtencion
de la molienda pueden modificar algunas propiedades fisicas, entonces las modificaciones
que pudieron haber por efecto de tratamiento no afecto a estas propiedades fisicas'’. En este
sentido, la temperatura seria uno de los factores ambientales determinantes para la produccion
homogénea de compuestos bioactivos como los fenoles, flavonoides y probablemente otros
metabolitos.

Compuestos bioactivos no enzimaticos

El contenido de fenoles totales (CFT) y flavonoides (F) que se presentan en la figura 1 no
muestra diferencias significativas, importante también es notar que este contenido similar se
refleja en la relacion F/CFT. Estos resultados son similares aun cuando proceden de regiones
del norte, centro y sur del pais, de altitudes que van desde los 700 m.s.n.m. hasta los 1760
m.s.n.m.

4- m—  CFT (mmol EAG/q) ==x  Flavonoides x100 (pmol ECg/g) e Relacion F/CFT

Ayacucho Junin Ucayali Cajamarca Cusco

Figura 1. Contenido de fenoles totales (CFT) y flavonoides (F) de extractos de café
tostado procedentes de cinco regiones. No hubo diferencias significativas.
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La ausencia de diferencias significativas en el contenido de fenoles totales (figura 1),
refleja que la produccion de estos compuestos organicos podria ser también consecuencia
importante de la temperatura, la que debe ser entre 17°C y 26° C. Otro estudio en café verde
y procesado de las especies Coffea arabica 'y Coffea canephora tampoco hallaron diferencias
significativas en el contenido de fenoles totales'.

El estudio de 34 muestras de cafés comerciales de Panama, sobre el CFT de las muestras
de cafés puros y mezclados estuvo en el rango de 0,17 a 0,28 y 0,07 a 0,10 mmol EAG/g,
respectivamente'. Es decir, que el contenido de polifenoles totales del Coffea arabica
procedente de los cinco valles de Pert es superior a los comerciales de Panama, los estudiados
estuvieron entre 2,7 y 3,0 mmol EAG/g de café. El factor tiempo de almacenamiento de los
cafés comerciales, pudo haber modificado el contenido de fenoles, asi se demostro la reduccion
significativa (p<0,01) en el estudio de almacenamiento durante doce meses a 5°C °. (Krol,
Gantner, Tatarak, & Hallmann, 2020). Otro resultado en Coffea arabica de Brasil, Colombia,
Etiopia ¢ India, mostraron un contenido de fenoles totales de 0,24, 0,22, 0,25 y 0,25
mmol/g de café, respectivamente's. También hay estudios del contenido de fenoles totales
y flavonoides en bebidas de café preparadas de diversas formas. Se mostr6 que el preparado
como “expreso” tuvo el mayor contenido de fenoles totales, 0,29 mmol EAG/g de café y de
flavonoides 379 umol ECq/g de café y se asocid a una mayor capacidad antioxidante!'”.

Los flavonoides mostraron el mismo comportamiento que los fenoles, no hubo diferencias
significativas, pero se noté un contenido ligeramente mayor (15 %) en la muestra de Junin
(155,0 umol ECq/g) con respecto a Ucayali y Cusco (135 pmol ECq/g). El mismo estudio
de 34 muestras de café comerciales de Panama'®, mostré que el contenido de flavonoides
fue de 76,3 a 132,0 y 32,2 a 50,0 umol ECq/g, para los puros y mezclados, respectivamente.
El analisis de correlacion de Pearson, entre estos metabolitos secundarios, demostrd una
fuerte asociacion (r=0,953) con un valor significativo p<0,05. (tabla 2) lo que ratifica la
homogeneidad de los contenidos.

Capacidad Antioxidante Total

La evaluacion de la CAT frente a técnicas empleando radicales libres, ABTS" y DPPH no
dio diferencia significativa entre Ayacucho, Junin, Ucayali y Cajamarca, solo en el caso de la
CAT del Cusco tiene un menor valor con diferencia significativa (p<0,05) frente a la muestra
de Junin. Esta diferencia se muestra frente a ambos radicales libres y expresados con dos
estandares, Trolox y acido ascorbico (figura 2). La muestra procedente de Junin corresponde
a una altitud de 700 m.s.n.m y la de Cusco corresponde a una altitud de 1047 m.s.n.m.
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4- m CFT (mmol EAG/Q) ==x  Flavonoides x100 (pmol ECq/g) e===r  Relacion F/ICFT

Ayacucho Junin Ucayali Cajamarca Cusco

Procedencia

Figura 2. Capacidad antioxidante total (CAT) frente a radicales libres de extractos
de café procedentes de cinco regiones del Peru. TEAC: capacidad antioxidante total
equivalente a Trolox. AAEAC: capacidad antioxidante total equivalente a acido
ascorbico. *significancia p<0,05.

Estos compuestos bioactivos no enzimaticos son directamente asociados al comportamiento
antioxidante y por ende a los beneficios que de ellos derivan. Los extractos sometidos a las
pruebas de CAT lo demostraron. En la figura 2 solo se observé diferencia significativa entre
la muestra procedente de Junin (TEAC-ABTS: 62 mg/g; TEAC-DPPH: 52 mg/g) frente a
la muestra de café procedente de Cusco (TEAC-ABTS: 55 mg/g; TEAC-DPPH: 44 mg/g).
Estudios similares fueron hallados por Vega, De Leon y Reyes (2017), la TEAC-DPPH fue
de 28 a 50 mg/gy de 6 a 15 mg/g, para los cafés puros y las mezclas, respectivamente. Ya que
temperaturas menores a 17°C o mayores a 26°C afectan la calidad de los granos.

Otro estudio en granos de Coffee arabica, como café verde y tostado de diferentes estados
de México, mostraron valores de TEAC-ABTS de 47 a 63 mg/g'®, los que se muestran en el
presente estudio exhibieron valores de TEAC-ABTS mas homogéneos en el rango de 55 a
62 mg/g. Que pueden explicarse por las diferentes condiciones ambientales entre el Peru y
México.
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Figura 3. Potencial antioxidante reductor de ion férrico (FRAP) de extractos de
café tostado procedente de cinco regiones del Pert. Sin diferencias significativas.

Sin embargo, cuando se ha evaluado el comportamiento por su capacidad antioxidante
mediante la reduccion del Fe™ (FRAP) no se ha observado ninguna diferencia significativa
(figura 3).

Tabla 2. Correlacion de Pearson de los parametros antioxidantes, fenoles y
flavonoides de las muestras de café procedentes de las cinco regiones del Peru.

AAEAC- TEAC- AAEAC-
aBts A" DpPH  DPPH crr F

TEAC-ABTS 0,951 0,766 0,955 0,955 0,951 0,959
AAEAC-ABTS 0,875 0,999 0,999 1,00 0,999
FRAP 0,873 0,873 0,875 0,688
TEAC-DPPH 1,00 0,999 0,955
AAEAC-DPPH 0,999 0,955
CFT 0,953

CFT: contenido de fenoles totales; F: flavonoides; TEAC: capacidad antioxidante

equivalente al Trolox, AAEAC: capacidad antioxidante equivalente al acido ascorbico.

El analisis de correlacion para la determinacion de la asociacion entre el contenido de
compuestos bioactivos no enzimaticos y la capacidad antioxidante total mostraron una fuerte
correlacion (>0,7) en toda la evaluacion (tabla 2).

El CFT y flavonoides guardan una fuerte correlacion con la actividad antioxidante evaluada

con las tres técnicas (tabla 2), analizados con la correlacion de Pearson'®, especialmente entre
CFT frente a las técnicas con radicales libres. Esta fuerte correlacion expresa que los fenoles
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participan por mecanismos de donacidn de electrones (SET: single electron transfer) y por
donacion de atomo de hidroégeno (HAT: hydrogen atom transfer), asi como también como
agentes reductores®.

La importancia de los resultados de estas muestras procedentes de las cinco regiones del
pais radica en saber que, a pesar de las distancias geograficas y la altitud, las muestras de
café de las cinco regiones contienen fenoles totales y flavonoides sin diferencia significativa,
este contenido estd fuertemente asociado a su CAT a través de los mismos mecanismos.
Sera necesario ahondar los estudios sobre estos mismos parametros en el grano verde, pues
es sabido que el proceso de tostacion influye, ademas de las caracteristicas organolépticas,
en la composicion y CAT?'. Este trabajo constituye un punto de partida para la evaluacion
del comportamiento antioxidante in vitro de las diversas variedades de café cultivados en el
territorio nacional, proyectando ademas estudios sobre la composicion y otros ensayos in
Vivo.

CONCLUSIONES

El café peruano exhibe propiedades antioxidantes como las reportadas para esta especie en
otros paises, y se correlaciona con el contenido de polifenoles y flavonoides. La procedencia
de las muestras de Coffee arabica de las cinco regiones del Peru, diferentes en ubicacion y
altitud, no ha determinado una diferencia significativa en el contenido de fenoles totales y
flavonoides, ni en la capacidad antioxidante total.
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APLICACION DE LAS ANTOCIANINAS OBTENIDAS A PARTIR
DE Zea mays L. (MAIZ MORADO) COMO AGENTES INHIBIDORES
DE LA AGREGACION DE LOS PEPTIDOS AMILOIDE Y TIPO
AMILOIDE (TRIPSINA AGREGADA)

César A. Zaa"™, Fernando Retuerto Prieto?, Alvaro J. Marcelo®

RESUMEN

El B-amiloide (AP) es un péptido toxico que posee una alta propension a la agregacion, y a
menudo se encuentra presente en el cerebro de los pacientes con la enfermedad de Alzheimer
(EA). Los compuestos bioactivos de plantas medicinales con propiedades neuroprotectoras,
son agentes de especial interés en la proteccion contra formas téxicas del péptido AB. En el
presente trabajo evaluamos la capacidad antiagregante/desagregante de agregados amiloides
y derivados amiloides in vitro por parte de las antocianinas de Zea mays L. (maiz morado).
Utilizando el método de pH diferencial, cuantificamos el contenido de antocianinas totales.
Con ayuda de las lecturas espectrofotométricas de los complejos proteina tipo amiloide-
Rojo Congo y AB-Rojo Congo, evaluamos los efectos de antiagregacion y desagregacion por
parte de las antocianinas sobre los péptidos amiloide y derivados amiloide. Los resultados
obtenidos evidencian una significativa actividad de capacidad antiagregante y desagregante
por parte de las antocianinas (33,54 y 26,63 %, respectivamente), la cual es dependiente de
concentracion. Ademas, las concentraciones de antocianinas encontradas de 32,95 y 280,69
mg/L (en medio acuoso y metanoélico acidico respectivamente), han sido comparadas con
antocianinas y polifenoles de distinta fuente. Los resultados obtenidos son alentadores para
continuar evaluando a las antocianinas como potenciales agentes biologicos.

Palabras clave: Zea mays L., maiz morado, antocianinas, amiloide, neuroproteccion.
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APPLICATION OF ANTHOCYANINS OBTAINED FROM
Zea mays L. (PURPLE CORN) AS INHIBITING AGENTS OF
AGGREGATION OF AMYLOID AND AMYLOID-TYPE PEPTIDES
(AGGREGRATED TRYPSIN)

ABSTRACT

B-Amyloid (A) is a toxic peptide that has a high propensity for aggregation, and it is often
present in the brains of patients with Alzheimer's disease (AD). Bioactive compounds from
medicinal plants with neuroprotective properties are of interest in protecting against toxic forms
of the AP peptide. In the present work, we evaluate the in vitro antiaggregant / disaggregating
capacity of amyloid and amyloid-type aggregates by the anthocyanins of Zea mays L. (purple
corn). Using the differential pH method, we quantified the total anthocyanin content. With the
help of spectrophotometric readings of the amyloid-like protein-Congo Red and AB-Congo
Red complexes, we evaluated the antiaggregation and disaggregation effects of anthocyanins
on amyloid peptides and amyloid derivatives. The results showed a significant activity of
antiaggregant / disaggregating capacity by anthocyanins, (33.54 and 26.63%, respectively)
which was dependent on the concentration. In addition, the anthocyanin concentrations
found of 32.95 and 280.69 mg / L (in aqueous and acidic methanolic medium, respectively),
have been compared with anthocyanins and polyphenols from different sources. The results
obtained are encouraging to continue evaluating anthocyanins as potential biological agents.

Key words: Zea mays L., purple corn, anthocyanins, amyloid, neuroprotection.

INTRODUCCION

El B-amiloide (AB) es un péptido de 38 a 42 aminoacidos, siendo el de 42 aminoacidos (AP1-
42) el mas comun, que llega a ser la forma mas neurotoxica e hidrofobica con propension a la
agregacion en el hipocampo y las regiones corticales de los pacientes con la enfermedad de
Alzheimer (EA). Los estudios de la cinética de formacion de fibrillas de AP han demostrado
que el tipo AP1-42 forma fibrillas significativamente mas rapido que el tipo AB1-40. Ademas,
los tratamientos que reducen los niveles de AB1-42 se correlacionan con una disminucion del
riesgo de la EA. El péptido A deriva de la escision proteolitica de una glucoproteina llamada
proteina precursora amiloide (PPA). La glicoproteina de membrana tipo 1 PPA juega un papel
importante en una variedad de actividades biologicas'.

Los radicales libres contribuyen a la produccion del péptido AP. Durante este proceso,
el AP induce el estrés oxidativo asociado a la membrana neuronal, lo que aumenta la
vulnerabilidad neuronal a la excitotoxicidad. Al aumentar la concentracion de las especies
reactivas del oxigeno (EROs), el tipo de fibrillas AP puede provocar dafios en el ADN nuclear
y mitocondrial de las neuronas?.
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La estructura amiloide esta compuesta por laminas beta cruzadas, conformando fibrillas de
amiloide las cuales pueden estar asociadas con una serie de enfermedades neurodegenerativas.
En estas fibrillas se incluyen a los péptidos AB: dimeros, trimeros, tetrdmeros (conocidos
colectivamente como oligomeros), ligandos difusibles derivados del Af (o ADDLs) y
estructuras similares a un cordon de hasta 200 nm de longitud, llamadas protofibrillas®.

Los primeros estudios realizados sobre fibrillas amiloides mediante difraccion de rayos X,
revelaron que compartian una huella digital comun, una hoja plegada en forma de B-cruzada.
Esta evidencia luego se confirmé mediante un estudio de difraccion de varias fibrillas amiloides
ex vivo (evaluacion hecha a partir de un tejido, todavia funcional, fuera del organismo) y
sintéticas. El patron de difraccion de rayos X dada por las fibrillas amiloides, es "p-cruzada".
Dicho patrén indica que estas moléculas fibrosas comparten una estructura central particular
consistente de conformacion de laminas B, en el cual la direccion de enlace de hidrogeno es
paralela al eje de la fibra y las hebras B son perpendiculares, muy parecidas a los peldaios de
una escalera. En general, los modelos son de naturaleza pB-cruzada y la conformacion de la
lamina B forma el ntcleo de la estructura. Los estudios de fibrillas formadas a partir del AP
de longitud completa han demostrado que el péptido se pliega en una estructura de curvatura
B que luego se asocia con otras moléculas para formar cadenas paralelas en la conformacion
de la estructura®.

En la figura 1 se muestra el modelo estructural para las fibrillas AB1-40, consistente con las
restricciones (entradas para los programas de generacion de estructuras) de su dilucidacion
por resonancia magnética nuclear (RMN) en estado solido sobre la conformacion molecular
y las distancias intermoleculares, e incorporando segmentos cortos de la estructura de una
proteina en forma de cruz-p comin a todas las fibrillas amiloides'. La unidad B-cruzada
es una estructura de doble capa, con 2 laminas 3 paralelas formadas por los residuos 12-24
(aminoacidos Q15, L17, F19, A21, cintas naranjas) y 30-40 (aminoacidos 131, M35 y V39,
cintas azules) las cuales son neutras y principalmente hidréfobas (posiciones no mostradas
en la figura). Ademas, las cadenas laterales de A30, 132, L34, V36 y V40 (Figura 1b) forman
una cara hidrofoba.
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Figura 1. Modelo estructural para las fibrillas AP. (a) Representacion esquematica
de una sola capa molecular, o unidad -cruzada. La flecha amarilla indica la
direccion del eje largo de la fibrilla que coincide con la direccion de los enlaces de
hidrégeno del esqueleto intermolecular. (b) Molécula central AB1-40 del sistema de
cinco cadenas de energia minimizada, vista hacia abajo del eje largo de la fibrilla4.
Los residuos estan codificados por colores segun sus cadenas laterales como
hidrofobico (verde), polar (magenta), carga positiva (azul) o carga negativa (10jo).

En la figura 2 se muestra la jerarquia de la estructura del péptido A plegado en una estructura
de lamina B plegada desde protofilamenos a fibrillas amiloides”.
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Figura 2. Representacion de las fibrillas amiloides sintéticas obtenidas a partir de
micrografia electronica de péptido A que muestra fibrillas largas, rectas y no ramificadas’.
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La extraccion de los compuestos bioactivos (referidos principalmente a los polifenoles) con
propiedades neuroprotectoras, a partir de plantas medicinales, es de gran interés debido a
que dichos compuestos ejercen una proteccion contra las formas toxicas del péptido AP. Por
ejemplo, el metil cafeato, un éster fenodlico, presente en diferentes plantas que son parte de
la dieta humana como la albahaca, salvia, romero, o el té, es capaz de reconocer y unirse a
oligomeros AB1-42, mostrando actividad antiamiloidogénica®.

Recientes estudios han informado sobre el potencial de los antioxidantes en la inhibicion de
la deposicion del péptido AP mediante ensayos in vitro e in vivo. Por ejemplo, los polifenoles
del vino, la miricetina, morina, quercetina, kaempferol, (+) —catequina y (-) — epicatequina,
inhibieron la formacion de las fibrillas AP, asi como su extension7.

Varios agentes antioxidantes han demostrado ser neuroprotectores frente a la toxicidad
inducida por el AP. La especie Zea mays L. es una variedad genética de maiz peruano, que
presenta el colorante antocianina, el cual tiene aplicacion en la industria farmacéutica y
alimentaria. Las personas consumen este colorante principalmente en la bebida conocida

como ‘“chicha morada™®.

Entre los principales pigmentos del maiz morado se encuentran la cianidina 3,5-di-O-
glucosido (C3G), la pelargonidina 3,5-di-O- glucdsido, la peonidina asi como sus respectivos
derivados malonilos. La principal antocianina que se encuentra en mayor proporcion en las
plantas es la cianidina-3-glucosido, la cual se forma como consecuencia de un pH bajo’.

La biosintesis de la cianidina 3-O-glucdsido se demostrdo mediante ingenieria genética
en bacterias Escherichia coli. En la conversion de la leucoantocianidina (incolora) a
antocianidina 3-glucésido (coloreada) participan al menos dos enzimas, antocianidina sintasa
(ANS) y UDP-glucosa: flavonoide 3-O-glucosiltransferasa (3-GT). A pesar de la importancia
de esta secuencia en la biosintesis de las antocianinas, el mecanismo de reaccion bioquimica
no esta definido. Los extractos crudos de Escherichia coli, que expresan ANS recombinantes
de estas especies de plantas, y enzimas recombinantes purificadas de la petunia y el maiz,
catalizaron la formacion de antocianidina en presencia de iones ferrosos, 2-oxoglutarato y
ascorbato. La formacion in vitro de cianidina 3-glucosido (compuesto coloreado) a partir de
la leucocianidina, se demostr6 utilizando la ANS de petunia y 3-GT".

Se ha estudiado a las antocianinas debido a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias
y anticancerigenas, ademas, se ha demostrado que el uso de las antocianinas previene la
obesidad, diabetes y enfermedades cardiacas, ademas, reduce el riesgo de diabetes, asi como
de trastornos de la funcion cognitiva'.

Se ha evidenciado que las antocianinas extraidas de la capa de semilla de la soja negra (Glycine
max L.) tuvieron efecto neuroprotector en un modelo de toxicidad por privacion de oxigeno-
glucosa y muerte celular inducida por glutamato en neuronas corticales primarias de rata.
Este resultado podria estar relacionado a la inhibicion del estrés oxidativo y la preservacion
del potencial de membrana mitocondrial'2.
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En base a los antecedentes mencionados, en el presente trabajo se describe la cuantificacion
de antocianinas totales de Zea mays L. (maiz morado) y evaluacion de la capacidad
antiagregante/desagregante del péptido beta amiloide (AP 1-42) y tipo amiloides (tripsina
agregada) en modelos in vitro libres de células.

PARTE EXPERIMENTAL

Material biolégico
Atomizado de Antocianinas extraidas de Zea mays L. (maiz morado), donado gentilmente
por Sensient Natural Colors Perti S.A.C (antes Globenatural Colors S.A.C.).

Material quimico

Tripsina liofilizada (Sigma-Aldrich), fragmento proteico 3-amiloide AP 1-42 (Sigma-Aldrich),
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo PMSF (Sigma-Aldrich), Rojo Congo, dimetilsulféxido
(DMSO) (Merck Millipore).

Preparacién de las muestras

Los atomizados de antocianinas, altamente hidrofilicas, se disolvieron en agua ultrapura o
sistema de buffer y se filtraron en filtros de 0.22 pm previo a su uso. Las soluciones stocks
preparadas se almacenaron en recipientes protegidos de la luz a 4 °C por un tiempo no mayor
a5 dias.

Determinacion del contenido de antocianinas totales
Absorbancia de pH diferencial

Los atomizados de antocianinas fueron utilizados para preparar soluciones acuosas y
metandlicas de antocianinas. En la extraccion acuosa se obtuvo una concentracion de 1 mg/
mL en agua ultrapura. Para la extraccion metanolica (acidica, con HCI al 1 %), se obtuvo
una concentracion de 5 mg/mL. Los extractos se mantuvieron protegidos de la luz y fueron
conservados a 4 °C por 24 horas. Luego se filtraron y conservaron a 4 °C hasta su uso.

En el procedimiento se utilizé 2 soluciones tampon: cloruro de potasio (pH=1; 0.025 M) y
el acetato de sodio (pH=4.5; 0.4 M). Se diluy6 0,4 mL de cada extracto con 3,6 mL de cada
tampon (2 muestras en tubos de pH= 1 y pH=4.5).

Las absorbancias se midieron en el lector de microplaca Biotek Synergy a una longitud de
onda de 510 y 700 nm, con pH igual a 1 y 4.5, respectivamente. El contenido de antocianinas
totales (CAT) se determind usando el peso molecular y el coeficiente de extincion de la
cianidina-3-glucésido (449.2 y 29 600 respectivamente), y se expresé en mg de cianidina-3-
glucosido / L, de acuerdo con la siguiente ecuacion'?.
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A*PM*FD*1000
CAT (mg/l) = £ *1

Donde:

A: Absorbancia en pH=1 (A=510 - 700) y pH=4.5

FD: Factor de dilucion (10)

PM: peso molecular de la cianidina-3-glucésido (449.2 g/mol)

€: coeficiente de extincion molar de cianidina-3-glucésido (26,900 L / mol / cm)

I: trayectoria Optica, | cm

En el presente trabajo, se realizé una extraccion de antocianinas totales y por el método de pH
diferencial se expresaron como contenido de cianidina-3-glucésido (compuesto referencial
de la principal antocianina en el maiz morado), tanto para las soluciones acuosas como
alcoholicas.

Ensayo de anti-agregacion de proteina plegada tipo amiloide

Medida de turbidimetria

La estructura amiloide estd compuesta por laminas beta cruzadas, conformadas por fibrillas
de amiloide, las cuales pueden estar asociadas con una serie de enfermedades. En este trabajo,
se evalud el efecto inhibitorio de la formacioén de fibrillas tipo amiloides por parte de las
antocianinas de Zea mays L.

Debido a que la agregacion in vitro de proteinas solubles a menudo se puede evidenciar en
condiciones suaves de desnaturalizacion, a alta temperatura, a valores de pH cercanos al punto
isoeléctrico o en presencia de disolventes organicos polares, en el presente trabajo inducimos
la agregacion in vitro de la tripsina en etanol. Para evaluar la inhibicién de la agregacion,
se indujo a la formacion de fibrillas tipo amiloide por parte de la tripsina, mediante la co-
incubacion con etanol acuoso, debido a que la desnaturalizacion inducida por el alcohol de la
proteina nativa suele ir seguida de la induccién de una estructura de hélice a y una posterior
transformacion en una conformacion de lamina 3 predominante'*.

Dichas fibrillas de tripsina, inducidas para su agregacion en tipo amiloides, fueron inactivadas
por el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) para evitar su autolisis, lo cual podria interferir
en la formacion de las fibrillas.

Se mezcld 50 uL de PMSF (50 mM) con 100 pL de tripsina (50 mg/mL en HCI 0.001N) y
luego se adiciond 5 mL de buffer fosfato de potasio (pH = 7). Se agit6 la solucién con mini-
imanes magnéticos por 20 minutos y se dejo en reposo por 1 hora a temperatura ambiente. Se
filtr6 la solucion y se completd a 10 mL con buffer fosfato de potasio 0.05 M.

La variacion del coeficiente de extincion se controld a una longitud de onda igual a 350 nm
usando el lector de microplaca Biotek 880. Para los ensayos se considerd lo siguiente: 1)
Control, 100 pL de la tripsina agregada (T); 2) 100 pL tripsina y 90.91 pg/mL de antocianinas
(ANT); 3) 100 pL de la tripsina y 130.43 pg/mL ANT; 4) 100 pL de la tripsina y 166.67 pg/
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mL ANT; 5) 100 puL de la tripsina y 200 pg/mL ANT; 6) 100 pL de la tripsina y 230.77 pg/
mL ANT.

Los cambios en la turbidez se midieron a 24 °© C y a pH igual a 7.0, en etanol al 55% /
tampon fosfato 10 mM, a una concentracion de proteina de 0.15 mg/mL después de 24 horas
de incubacion. Los ensayos se llevaron a cabo después de la incubacion de las fibrillas tipo
amiloide por 10 minutos, con o sin presencia de distintas concentraciones de antocianinas.

Ensayo de union al Rojo Congo (RC). Inhibicion de la agregacion

El ensayo de unién del colorante Rojo Congo a las fibrillas tipo amiloides formadas, se
realizo por lecturas del espectro de absorcion del Rojo Congo a las fibrillas formadas, a las
longitudes de onda 340, 390, 450, 475, 595 y 650 nm.

Debido a que las fibrillas amiloides de diversas proteinas tienen la capacidad de unirse a
pequeiias moléculas planas, como por ejemplo el colorante especifico de amiloide Rojo
Congo, éste fue empleado para detectar la presencia de fibrillas tipo amiloides'. Por lo
tanto, al evaluar el efecto inhibitorio de la formacion de las antocianinas sobre las fibrillas
amiloides, se observo una variacion en el espectro de absorcion del Rojo Congo, indicando
estados de agregacion / desagregacion.

El colorante Rojo Congo fue preparado en 50 mM de buffer fosfato salino con 150 mM de
NaCl, para obtener una concentracion final de 6.2 pM. Las proteinas agregadas se trabajaron
a una concentracion stock de 0.15 mg/mL en buffer fosfato (pH= 7.0), en 55% etanol
incubadas por 24 horas.

Para los ensayos se considero lo siguiente: 1) 80 uL de RC y 20 pL tripsina (control); 2) 80 pL.
de RC, 20 pL tripsina 'y 90.91 pg/mL de antocianinas (ANT); 3) 80 uL de RC, 20 pL tripsina
y 130.43 pg/mL ANT; 4) 80 uL de RC, 20 pL tripsina y 166.67 pg/mL ANT; 5) 80 pL de
RC, 20 pL tripsina y 200 pg/mL ANT; 6) 80 uL de RC, 20 pL tripsina y 230.77 pg/mL ANT.

El porcentaje de inhibicion se obtuvo comparando los promedios del pico maximo de
absorbancia (a 475 nm) de cada ensayo donde estaban presentes las antocianinas, el Rojo
Congo y la tripsina agregada, respecto al control (solo tripsina agregada mas Rojo Congo,
sin antocianinas). Se expres6 como porcentajes de reduccion (inhibicion) de la agregacion.

Ensayo de anti-agregacion/desagregacion de la proteina amiloide AB1-42

Preparacion del Rojo Congo (RC)

Se prepar6 una solucion stock de 7.18 mM del colorante Rojo Congo en buffer PBS (pH=
7.4) y se filtré dos veces en papel whatman N°1 para prevenir los grumos agregados. De esta
solucion stock se prepar6 la solucion de trabajo 11 uM y se determind su maxima absorcion
en un barrido continuo de lecturas, en lector de microplaca Biotek Synergy LX, en el rango
de 400 — 600 nm, con intervalo de 10 nm. Para conservar la estabilidad de las lecturas, se
hicieron lecturas a las 4 y 24 horas de preparado. Se realizaron 3 repeticiones independientes
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para cada una de las longitudes de onda del barrido. La maxima absorcion se encontr6 entre
490 y 510 nm, con un pico maximo en 500 nm.

Preparacion de los agregados beta amiloides (Ap1-42)

El péptido AB1-42 se disolvido en DMSO/NaOH 0.1 mM. Luego se diluy6é en fosfato de
sodio acuoso 10 mM. Previo a los ensayos, los oligdbmeros se diluyeron en buffer PBS y
centrifugaron a 2300 RPM por 90 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla se
diluy6 en PBS 40 mM (0.02% azida de sodio). Las soluciones de trabajo se llevaron a una
concentracion final de 50 pM y se dividieron en alicuotas para los ensayos de anti-agregacion
y desagregacion con las distintas concentraciones de ANT.

Ensayo de union al Rojo Congo (RC)

Los ensayos de union de RC-AB y RC-AP con ANT (a distintas concentraciones), fueron
llevados a cabo en el lector de microplacas Biotek Synergy LX mediante barrido de
absorbancias en el rango de longitudes de onda de 400-600 nm con intervalos de 10 nm. Se
evaluo la antiagregacion y desagregacion del AB1-42 por parte de las antocianinas. Como
blanco se uso el PBS. Cada ensayo se realizo por triplicado, cuyos resultados de cada longitud
de onda del barrido fueron promediados.

Ensayo de inhibicion de la agregacién (antiagregacion) del Ap1-42 — 24 horas

Para evaluar la inhibicion de los agregados fibrilares amiloides (Ap) formados, se incub6 20
pL de los agregados A solo o con distintas concentraciones de antocianinas (47.62, 90.91,
130.43, 166.67 y 200 pug/mL) por 24 horas a temperatura ambiente (22 °C). Luego, previo a
la lectura, se agreg6 80 uL de Rojo Congo preparado anteriormente. Después de 20 minutos
de reposo a temperatura ambiente, se realizaron las lecturas en lector de microplacas Biotek.

Ensayo de inhibicion de la agregacion (antiagregacion) del Ap1-42 por 20 horas

El mismo experimento anterior se realizo para un tiempo de 20 horas a temperatura ambiente
(22 °C) para las soluciones que contenian solo agregados AP o aquellas con distintas
concentraciones de antocianinas (47.62, 90.91, 130.43, 166.67 y 200 pg/mL).

Ensayo de desagregacion del AB1-42 preformado por 24 horas

Para evaluar la inhibicion de los agregados fibrilares previamente formados, se incub6 20 pL.
de los agregados AP por 24 horas a temperatura ambiente (22 °C). Luego, excepto al control,
se adicionaron distintas concentraciones de antocianinas (47.62, 90.91, 130.43, 166.67 y 200
pg/mL) e incubo por 4 horas adicionales a temperatura ambiente (22 °C). Previo a la lectura,
se agregd 80 uL de Rojo Congo. Después de 20 minutos de reposo y a temperatura ambiente,
se realizaron las lecturas en lector de microplacas Biotek.

Estadistica

Para el tratamiento de los datos emple6 la hoja de calculo Microsoft Excel 2010 y el software
estadistico OriginLab - Microcal Origin 6.0. Los resultados se expresaron como el promedio
y su desviacion estandar para cada condicion de tratamiento. La significacion se determind
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA). Se consider6 un grado de significancia
para p<0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de antocianinas totales (CAT)

En el presente trabajo, se determiné el contenido total de antocianinas monoméricas
empleando el método de pH diferencial, el cual se basa en el cambio estructural del
cromoforo de antocianinas entre pH de 1.0 y 4.5'. Se considerd como sustancia de referencia
a la cianidina-3-glucésido debido a que esta sustancia es la mas comtn en la naturaleza,
con un coeficiente de extincion igual a 26 900 mol'. cm™ informado en la literatura para
sistemas acuosos o alcoholicos. Si se desconoce la antocianina principal o su absortividad, es
apropiado calcular el contenido total de antocianina monomérica utilizando la absortividad
y el peso molecular de la cianidina-3-glucésido (€ =26 900 L mol'. cm™ y PM =449.2 g/
mol)"’.

De nuestros resultados obtenidos, el contenido de antocianinas monoméricas, en mg/L
equivalentes de la cianidina-3-glucosido, presenta un mayor valor en solucion metandlica
acidica en comparacion con la solucion acuosa (280.69 y 32.95 mg/L, respectivamente)
(tabla 1).

Tabla 1. Valores promedios del contenido de antocianinas monoméricas totales en los
extractos acuoso y metanolico de atomizados de Zea mays L., variedad maiz morado.

Preparado CAT (mg/L)*
Acuoso 32,95
Metanolico acidico 280,69

* Expresados como equivalentes de cianidina-3-glucésido (C3G).

Ensayo de anti-agregacion de proteina plegada tipo amiloide.

Medida de turbidimetria

Las antocianinas (ANT) fueron evaluadas para su actividad antiagregante contra la tripsina
inducida a tipo amiloide. Se observa una reduccion de la turbidimetria que es proporcional
al incremento en la concentracién de antocianinas, lo cual indicaria una inhibicién de la
agregacion de la tripsina. Comparados con el control (tripsina agregada tipo amiloide: T, sin
la adicion de las antocianinas), se observa reducciones significativas de la turbidez, del 45.38
y 66.61 % a concentraciones de 200 pg/mLy 230.77 pg/mL de antocianas (figura 3, tabla 2).

Los porcentajes de reduccion de la turbidez se obtuvieron comparando los valores promedios
de las absorbancias de cada una de las soluciones que contiene la tripsina agregada (fibrillas
tipo amiloide) con las distintas concentraciones de antocianinas respecto a la solucion control
que contiene solo tripsina agregadas (sin antocianinas) ensayadas a 350 nm.
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Figura 3. Variacion de la turbidimetria en la formacion de fibrillas tipo amiloide
de las soluciones de tripsina (0.15 mg/mL) con distintas concentraciones de
antocianinas (90.91, 130.43, 166.67, 200 y 230.77 pg/mL) y la solucion control
(tripsina sin antocianinas).
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Tabla 2. Porcentajes de inhibicion de las antocianinas sobre la agregacion de tripsina
inducida a tipo amiloide (Medida de turbidimetria).

Concentracion de antocianinas (ug/L) Absorbancia % Inhibicion
0 0,55588 0
90,91 0,50813 8,59
130,43 0,44938 19,16
166,67 0,38625 30,52
200 0,30362 45,38
230,77 0,18563 66,61

s o7

Ensayo de unién al Rojo Congo (RC). Inhibicién de la agregacion.

Para la evaluacion de la inhibicion de la proteina agregada tipo amiloide, se considerd el
pico maximo de absorbancia del complejo Tripsina -Rojo Congo (T-RC). Para este ensayo, la
longitud de onda méxima fue de 475 nm (figura 4).

—a— RC+T

—&— RC+T+90.91 ug/ml ANT

4 RC+T+130.43 ug/ml ANT

—w— RC+T+166.67 ug/ml ANT
RC+T+200 ug/ml| ANT

—<4— RC+T+230.77 ug/ml ANT

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

Absorbancia (UA)

0.05

0.00

T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650

Figura 4. Espectro de absorcion de union del Rojo Congo (RC) a la tripsina (T) tipo amiloide.

Para la evaluacion de la inhibicion de la proteina agregada tipo amiloide, se considero el
pico maximo de absorbancia del complejo Tripsina -Rojo Congo (T-RC). Para este ensayo, la
maxima absorcion fue a 475 nm. El tratamiento control (T-RC), muestra una absorbancia de
0.2158, a partir del cual se evaluaron las distintas concentraciones de antocianinas. Excepto
para la concentracion mas baja de antocianinas (90.91 pg/mL), la cual incrementa la absorcion
a 0.2318 (6.9 % mayor a la concentracion del control), las demdas concentraciones crecientes
reducen proporcionalmente las lecturas de absorbancia. Asi, las reducciones en porcentajes
son: 11.8, 20.16, 22.01 y 27.11 % (para las cuatro siguientes mayores concentraciones de
130.43, 166.67, 200 y 230.77 pg/mL, respectivamente) en comparacion a los niveles basales
del tratamiento control (T-RC) (figura 4).
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Ensayos de anti-agregacion/desagregacion de la proteina amiloide Ap1-42

Con el fin de determinar la actividad antiagregante y/o desagregante por parte de las
antocianinas, evaluamos el efecto in vitro de las antocianinas sobre la agregacion de la
proteina amiloide AB1-42 para 20 y 24 horas de incubacion.

Ensayo de inhibicion de la agregacion (antiagregacion) del Ap1-42 por 24 horas

Para el ensayo de la inhibicion de la agregacion del AB1-42 para 24 horas de co-incubacion,
se observa una tendencia de disminucion de las absorbancias del complejo Rojo Congo-
agregados amiloides. Para la concentracion mas baja de antocianinas, 47.6190 pg/mL, se
tiene un porcentaje de inhibicion del complejo Rojo Congo-agregados amiloides del 14.63 %.
Asi, para la mayor de concentracion de antocianinas, 200 ug/mL, el porcentaje de inhibicion
de la agregacion aumenta significativamente a 33.54 % (figura 5, tabla 3). Los porcentajes
de reduccion de la agregacion se obtuvieron comparando los valores promedios de los picos
maximos de absorbancias a 500 nm (indicado con un trazo vertical figura 5) de cada una de
las soluciones con antocianinas con respecto al control (sin antocianinas, solo el péptido, el
Rojo Congo, AP y RC).

Ensayo de antiagregacion del AB1-42

<)
i
53

<)
s
o

o
[
S

o 0.12 —4—Ab +RC
.g ~—Ab + 200 ug/mLANT + RC
S o1 == Ab + 166.6667 ug/mL ANT + RC
'2 0.08 ==Ab + 130.4347 ug/mL ANT + RC
~¥=Ab +90.9091 ug/mL ANT + RC
0.06 —@—Ab + 47.6190 ug/mL ANT + RC
0.04
0.02
350 400 450 500 550 600 650

Longitud de onda

Figura 5. Efecto de la concentracion de las antocianinas sobre la
agregacion del amiloide AB-42 (Ab en el grafico) y el control [amiloide (Ab)
incubado con el Rojo Congo] para un tiempo de incubacion de 24 horas.

Tabla 3. Porcentajes de inhibicion de las antocianinas en el Ensayo
de inhibicion de la agregacion del AB1-42 (24 horas).

Concentracion de antocianinas (ug/mL)  Absorbancia % Inhibicion

0 0.1604 0
47.62 0.1369 14.65
90.91 0.1282 20.07
130.43 0.1238 22.82
166.67 0.1227 23.5

200 0.1066 33.54
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Ensayo de inhibicion de la agregacion (antiagregacion) del Ap1-42 durante 20 horas.
Para el ensayo de la inhibicion de la agregacion del AB1-42 para 20 horas de co-incubacion,
se observa una tendencia de disminucion de las absorbancias del complejo Rojo Congo-
agregados amiloides. Asi, para la mayor de concentracion de antocianinas, 200 pg/mL, el
porcentaje de inhibicion de la agregacion aumenta significativamente al 30.74%. (figura 6,
tabla 4). Los porcentajes de reduccion de la agregacion se obtuvieron comparando los valores
promedios de los picos maximos de absorbancias a 500 nm (indicado con un trazo vertical,
figura 6) de cada una de las soluciones con antocianinas respecto al control (sin antocianinas,
solo el péptido, el Rojo Congo, AB y RC).

Ensayo de antiagregacion del AB1-42

—&— Ab+RC
~f—Ab + 200 ug/mLANT + RC
= Ab + 166.67 ANT + RC

Absorbancia

== Ab +130.43 ug/mL ANT + RC
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0.02
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Figura 6. Efecto de la concentracion de las antocianinas sobre la agregacion
del amiloide (Ab) para un tiempo de incubacion de 20 horas.

Tabla 4. Porcentajes de inhibicion de las antocianinas en el ensayo
de inhibicion de la agregacion del AB1-42 durante 20 horas.

Concentracion de antocianinas (ug/mL)  Absorbancia % Inhibicién

0 0,1604 0
47,62 0,1455 9,29
90,91 0,1443 10,04
130,43 0,1337 16,65
166,67 0,1242 22,57

200 0,1111 30,74

Ensayo de la desagregacion del AB1-42 preformado durante 24 horas.

Para el ensayo del efecto de las antocianinas sobre la desagregacion de las fibrillas AB1-42
previamente formadas, se observa una tendencia de disminucion de las absorbancias del
complejo Rojo Congo-agregados amiloides. Ademads, se muestra que a una concentracion
de antocianinas mayor de 200 pg/mL, el porcentaje de inhibicion de la desagregacion
aumenta significativamente a 26.63 % (figura 7, tabla 5). Los porcentajes de reduccion de
la desagregacion se obtuvieron comparando los valores promedios de los picos maximos
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de absorbancias a 500 nm (indicado con un trazo vertical en la figura 7) de cada una de las
soluciones con antocianinas respecto al control (sin antocianinas, solo el péptido, el Rojo
Congo, AR y RC).

Ensayo de desagregacion del AB1-42
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Figura 7. Efecto de la concentracion de las antocianinas sobre la desagregacion
de las fibrillas amiloides [Ab] preformadas por 24 horas.

Tabla 5. Porcentajes de inhibicion de las antocianinas en el ensayo
de la desagregacion del AB1-42 preformado por 24 horas.

Concentracion de antocianinas (ug/mL)  Absorbancia % Inhibicién

0 0,1506 0
47,62 0,1455 3,39
90,91 0,14 7,04
130,43 0,1345 10,69
166,67 0,1177 21,85

200 0,1105 26,63

Se ha informado acerca de las concentraciones de antocianinas (95 — 150 mg/L) obtenidas a
partir del maiz morado, segln el tiempo y temperatura de extraccion'®. En comparacion con
estos valores, nuestros resultados del CAT son mayores para la extraccion metandlica (280.9
mg/L).

El contenido de antocianinas, obtenido en la extraccion metanolica acidica (280.69 mg/L),
es mayor que la concentracion de jugos y/o bebidas tal como el vino rojo, los jugos de
fresa, arandano, incluso respecto a la sustancia estandar (cianidina-3-glucdsido cloruro, 44.8
mg/L), pero es menor con respecto al contenido de antocianinas presente en la baya del satico
o la frambruesa'®. A diferencia de nuestro trabajo, en este estudio comparativo se emplearon
concentrados de jugos o extractos para sus mediciones.
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Las concentraciones obtenidas en este trabajo expresadas en mg de cianidina-3-glucésido por
100 g de muestra, fueron 3420.5703 y 2009.1649, para la extracciéon metanoélica y acuosa,
respectivamente. Por lo tanto, nuestros valores de CAT son mayores con respecto a los
componentes de cuatro variedades (3 genotipos mejorados y uno comercial) evaluadas en
un estudio aparte, que incluyen dos genotipos (KKU OP e hibrido KKU F1) cuyos mayores
valores son 408.54 y 289.06 mg/100 g equivalentes de cianidina-3-glucosido'®.

Se ha informado que las concentraciones de antocianinas extraidas de las corontas de
maiz morado a distintos tiempos y temperaturas fluctian entre 11.567 y 37.127 mg/g,
correspondiendo sus valores mas altos a las mayores temperaturas de extraccion (cuyo mayor
valor promedio es 32,737 mg/g de coronta a partir de los 60 ° C)". Estas concentraciones
expresadas en mg de antocianinas por gramo de muestra, son de 34.23 y 20.09 mg/g, para
las extracciones metandlica y acuosa respectivamente, siendo comparativamente similares
a sus maximos valores, o incluso mayores si se comparan con sus valores de extraccion a
temperatura ambiente (16.279 mg/g).

La medida de turbidimetria fue usada como un indicador del grado de agregacion de la
tripsina, la cual es una buena herramienta para evaluar la formacion de agregados mas grandes.
Con respecto a un estudio similar empleando extractos de meliloto y menta, se muestra
una tendencia notable en la reduccion de la turbidimetria en una relacion dependiente de
concentracion, para diluciones que van desde los 5x hasta los 160x (5 hasta 160 veces). Las
diluciones se realizaron a partir de una solucion de 55 % etanol / 10 mM buffer fosfato. Cuanto
mas concentrados eran los extractos, presentan una mayor reduccion en la turbidimetria (casi
completa en el caso del meliloto)®. En nuestro trabajo, obtuvimos una disminucion maxima
de la turbidimetria de las fibrillas del 66.61 % para una concentracion de 230.77 pg/mL de
antocianinas (concentracion mas alta en este estudio).

Asimismo, en estudios con extractos del clavo de olor se informa una significativa reduccion
de la turbidimetria (hasta el 10 %), y en los estudios con extractos de café existe una
disminucion centesimal (0.05) en el valor espectral del Rojo Congo, correspondiéndole un
valor maximo de absorcion, a partir del cual se evaluarian los extractos. En comparacion con
lo tltimo mencionado, nuestros valores encontrados presentan mayores reducciones de unién
al Rojo Congo (partiendo de un valor inicial de 0.2158 de absorbancia), lo cual se traduce en
una mayor inhibicion de la agregacion. En otros trabajos realizados con extracto de semilla
de pomelo y jugo de palta, se informan resultados similares a los encontrados en este trabajo
en relacion a la inhibicion de la formacion de fibrillas tipo amiloide?!.

En un estudio de screening de diversas especias y hierbas, la menta, el pimiento rojo, la
hierba buena y el tomillo, estos alimentos demostraron ser buenos inhibidores del polipéptido
amiloide de los islotes (amilina), en su forma toxica mediante el ensayo de union a la
tioflavina T la cual evalta la fluorescencia proporcionalmente a la formacion de agregados®.
Sus valores de prevencion de agregacion fueron muy variados, variando desde 0 hasta mas
del 70 %, segun la especie estudiada (de concentracidon unica no mostrada). Comparado a
nuestro resultado obtenido para la mayor concentracion de antocianina empleada, se obtuvo
un valor de 27.11 % de reduccién de la agregacion (figura 4).
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En una aproximacion sobre su capacidad de desagregacion, las antocianinas muestran una
significativa actividad desagregante (tabla 5, 26.63 %) sobre las fibrillas amiloides (AB1-42)
preformadas en comparacion a los efectos inhibitorios de su agregacion informados para el
extracto de café y jugo de granada®.

Ademas, se encontré que el extracto del aceite de la palma muestra una inhibicion en la
agregacion del péptido AB1-42 dependiente de dosis, a una concentracion de inhibicién IC50
= 3.24 ng/mL?. Si bien sus proporciones de extracto para la lectura espectrofotométrica son
distintas, nuestros resultados evaluados para el AB1-42 evidencian una tendencia similar a la
reduccion en su agregacion, dependiente de concentracion. Recientemente, se estan realizando
estudios que proporcionan informacién a nivel molecular sobre como los polifenoles inhiben
la formacion de fibrillas AP, conocimiento que podria ser 1til para disefiar inhibidores del
amiloide. En estudios realizados con los extractos de pétalos de rosa, hojas de uva, asi como
varias de sus fracciones, se ha evidenciado que estos extractos inhibieron significativamente
el proceso de agregacion de péptidos amiloides AB1-40 y AB1-42 incubados durante tres
dias®. Ademas, los fenoles presentes en los pétalos de rosa y hojas de uva desagregan hasta
un 33 % los agregados preformados del péptido AB1-42. Si bien sus evaluaciones se basaron
en espectros de fluorescencia del complejo de la tioflavina T con el amiloide AB1-42, nuestros
resultados muestran una desagregacion del 26.63 %.

CONCLUSIONES

En este trabajo se ha determinado la concentracion de las antocianinas obtenidas a partir
de la especie Zea mays L (maiz morado) y se ha evidenciado que estas antocianinas poseen
una significativa actividad de capacidad antiagregante/desagregante para los modelos de
agregacion con proteinas agregadas tipo amiloide y el péptido amiloide AB1-42, las cuales
son dependientes de la concentracion.

Los resultados obtenidos en los ensayos de la inhibicion de la agregacion evidenciaron:
a) reduccion de la turbidimetria de la proteina agregada tipo amiloide; b) inhibicion de la
proteina agregada tipo amiloide a partir de la absorbancia del complejo proteina-Rojo Congo;
¢) inhibicion de la agregacion del AB1-42 durante 20 y 24 horas de incubacion, mientras que
en los ensayos de la desagregacion de las fibrillas AB1-42 previamente formadas, evidenciaron
una disminucion de las absorbancias del complejo Rojo Congo-agregados amiloides y la
disminucion de la agregacion que fue proporcional al incremento en la concentracion de
antocianinas.

Los resultados encontrados son alentadores para seguir investigando a las antocianinas como
potenciales agentes bioldgicos que eviten algunas enfermedades.
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS OBTENIDOS
DE LAS HOJAS DE Senecio rufescens DC

Enrique Javier Aguilar Felices™, Pablo Enrique Bonilla Rivera®,
Edwin Carlos Enciso Roca?,

RESUMEN

Senecio rufescens DC es una planta altoandina utilizada tradicionalmente para tratar
problemas del “mal de altura” y de dolencias gastrointestinales. En el proceso de adaptacion a
condiciones extremas, desarrollé su capacidad para biosintetizar metabolitos secundarios de
gran importancia terapéutica como son los compuestos fenolicos. Por tanto, esta investigacion
se desarrolld con el objetivo de determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides,
flavonoles y la capacidad antioxidante del extracto metanélico de las hojas y de sus fracciones
de n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y metandlica, respectivamente. La fraccion
metandlica, mostrd el mayor contenido de fenoles totales (149,81 £ 5,02 GAE/g de extracto),
flavonoides (47,33 £ 2,27 QE/g de extracto) y flavonoles (14,34 = 0,69 QE/g de extracto) (p
<0,05), respectivamente, mientras que su capacidad antioxidante (529,80 + 14,30; 444,38 +
11,31; 406,86 + 24,58 umoles ET/g de extracto, para los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP,
respectivamente) fue superior a las otras fracciones (p < 0,05). Se concluye que la fraccion
metandlica del extracto metanolico, demostrd poseer un alto contenido de fenoles totales,
flavonoides y flavonoles, asi como, una alta capacidad antioxidante, respectivamente.

Palabras clave: Senecio rufescens DC., compuestos fenolicos, capacidad antioxidante.

ANTIOXIDANT CAPACITY OF EXTRACTS OBTAINED FROM
LEAVES OF Senecio rufescens DC.

ABSTRACT

Senecio rufescens DC. is a South American Andean plant traditionally used to treat “altitude
sickness” and gastrointestinal ailments. In the process of adaptation to extreme conditions, it
developed its ability to biosynthesize secondary metabolites of great therapeutic importance
such as phenolic compounds. Therefore, this research was developed with the objective
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of determining of total phenols, flavonoids, flavonols and the antioxidant capacity of the
methanolic extract of the leaves and its fractions of » - hexane, dichloromethane, ethyl
acetate and methanolic, respectively. The methanolic fraction showed the highest content of
total phenols (149,81 + 5,02 GAE/g of extract), flavonoids (47,33 + 2,27 QE/g of extract) and
flavonols (14,34 + 0,69 QE/g of extract) (p <0,05), while, its antioxidant capacity (529,80
+ 14,30; 444,38 = 11,31; 406,86 + 24,58 umoles ET/g of extract, for the DPPH, ABTS and
FRAP tests, respectively) was higher than the other fractions (p <0,05). It is concluded that
the methanolic fraction of the methanolic extract was shown to have a high content of total
phenols, flavonoids and flavonols, as well as a high antioxidant capacity, respectively.

Key words: Senecio rufescens DC., phenolic compounds, antioxidant capacity.

INTRODUCCION

El género Senecio, es uno de los géneros mas diversos de la familia Astearaceae con mas
de 1500 especies y en el Peru se han reportado 177 especies con distribucion restringida,
consideradas como endémicas y adaptadas a altitudes superiores a 4000 msnm'. Se
caracterizan por tener en su composiciéon quimica monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos,
triterpenoides, esteroides, flavonoides, cumarinas, acidos fendlicos y alcaloides®. Se ha
reportado que extractos obtenidos de las partes aéreas de otras especies de Senecio tienen
actividad antioxidante, en las cuales se hicieron responsables de dicha actividad a los
compuestos fendlicos®*?,

S. rufescens DC, es un arbusto erguido de 40 — 70 cm de altura, parcialmente caducifolio
hacia la base, tallos densamente hojosos hacia el apice; hojas sésiles, dispuestas en fasciculos
laterales, lineares a linear — lanceoladas, enteras, margenes conspicuamente resolutas,
densamente glanduloso — pubescente en ambas caras, de 2 a 3 cm de longitud por 1,5 a
3 mm de ancho; inflorescencias en cabezuelas discoideas, solitarias, en el apice de las
ramas laterales; involucro acampanulado de 8 — 10 mm de largo por 10 mm de diametro;
bracteas involucrales lineal — lanceoladas, glandulosas, pubescentes en el dorso; flores
isomorfas, hermafroditas; corola tubulosa, amarillento — parduzco, pentalobulada, fruto
aquenio cilindrico, con numerosas cerdas o pelos blancos®. Su adaptacion a la altitud, se
debe a su capacidad de tolerar el estrés bidtico y abidtico, tales como, salinidad, radiacion
solar, temperaturas extremas, sequias y para hacer frente a sus depredadores, para el cual
biosintetizan compuestos fenolicos, alcaloides y otros compuestos como mecanismos de
adaptacion y defensa’. Tradicionalmente es utilizada para dolencias estomacales y el “mal
de altura™.

La busqueda de antioxidantes de origen vegetal es una preocupacion permanente en la
actualidad, para asi poder prevenir y controlar a las enfermedades relacionadas al estrés
oxidativo, tales como el envejecimiento celular, enfermedades degenerativas, diabetes, y
cancer”.
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En el Perq, se han realizado pocos estudios sobre el contenido de compuestos fendlicos® y
capacidad antioxidante en especies endémicas del género Senecio, en particular no existen
reportes para S. rufescens DC, el cual nos motivo a realizar esta investigacion con el objetivo
de determinar: el contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles; y su capacidad
antioxidante utilizando los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP del extracto metandlico de las
hojas de S. rufescens DC., y de sus fracciones de n — hexano, diclorometano, acetato de etilo
y metanolico, respectivamente.

PARTE EXPERIMENTAL

Muestra vegetal

Un kilogramo de hojas frescas de S. rufescens DC. fueron recolectadas en el distrito de
Paras, provincia de Cangallo (Ayacucho — Pert1) a una altura de 4756 msnm, la localizacion
exacta fue longitud — 74,74177187188302 y latitud -13,358120254734844. La especie fue
certificada por el Mg. Hamilton Beltran del Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, dejandose una muestra en dicha institucion.

Preparacion de la muestra

Las hojas fueron desecadas a la sombra hasta sequedad, después fueron triturados utilizando
una licuadora hasta obtener un polvo fino y conservado en refrigeracion en un frasco ambar
hasta su uso.

Obtencion del extracto metanolico

100 g de muestra pulverizada desecada fue extraida con dos litros de metanol (4 x 500 mL)
por maceracion dindmica durante cuatro horas utilizando un agitador magnético, se filtro
el extracto, se reunieron los filtrados y se concentraron en un evaporador rotatorio hasta
sequedad, obteniéndose un extracto seco, que fue conservado en refrigeracion a 4 °C, hasta
su posterior uso. Se peso el extracto y se determind el porcentaje de rendimiento en relacion
a 100 g de muestra seca en polvo.

Fraccionamiento del extracto metanélico por cromatografia en columna

Una columna cromatografica de vidrio (1,5 cm x 60 cm) fue empacada con 25 g de silica
gel 60 para columna cromatografica (70 — 230 mesh, Merck ®) y eluida con # - hexano. 5
g del extracto metandlico se mezclo con silica gel y se afiadi6 a la columna cromatogréfica.
Seguidamente se realizaron eluciones sucesivas con 100 mL de n — hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol, respectivamente. Se colecté cada una de las fracciones y se
evaporo6 a sequedad en un evaporador rotatorio hasta obtener un extracto seco; y conservados
en refrigeracion a 4 °C hasta su uso. Se pes6 cada uno de los extractos y se determind
el porcentaje de rendimiento en relacion a 5 g de extracto metandlico utilizado para el
fraccionamiento.
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Determinacion del contenido de fenoles totales

Se utilizo el método del reactivo Folin — Ciocalteu’. La muestra se preparo a la concentracion
de 1 mg/mL en metanol. 150 pL de la muestra fue mezclada con 150 pL del reactivo de
Folin — Ciocalteu (Merck ®) 0,25 N; 2400 uL de agua destilada, se mezcld por 5 min y se
dejd en reposo por 3 min. Luego se afiadié 300 pL de solucion de carbonato de sodio 1N.
La mezcla fue incubada en la oscuridad por 2 h a temperatura ambiente. La absorbancia fue
leida a 725 nm (Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 150 — THERMO SCIENTIFIC),
contra un blanco de reaccion. Una curva de calibracion fue preparada con acido galico (0,0;
5,0; 10,05 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 ug/mL). Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.
El contenido de fenoles totales fue expresado como mg equivalentes de acido galico por g de
extracto (mg GAE/g de extracto)

Determinacion del contenido de flavonoides

Se realizo segun el método descrito por Zhishen y col.'?, con ligeras modificaciones. La
muestra se prepar6 a la concentracion de 1 mg/mL. En un tubo de ensayo, se mezclo 500
uL del extracto con 500 pL de agua destilada y 150 pL de nitrito de sodio al 5 %. Después
de 5 min, se adiciond 150 pL de cloruro de aluminio al 10 %. Luego de 6 min, 2 mL de
hidréxido de sodio al 4 % se adiciono a la mezcla. Finalmente, se completo hasta 5 mL con
agua destilada y se mezcld bien en un vortex; y se dejo en reposo por 15 min a temperatura
ambiente en ausencia de luz. La absorbancia fue leida a 510 nm (Espectrofotometro UV —
Vis GENESYS 150 — THERMO SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccion. Una curva de
calibracion fue preparada con quercetina (40,0; 80,0; 120,0; 160,0; 200,0 ug/mL). Todos los
ensayos fueron realizados por triplicado. El contenido de flavonoides fue expresado como
mg equivalentes de quercetina por g de extracto (mg QE/g de extracto).

Determinacion del contenido de flavonoles

Se determin6 por el método descrito por Miliauskas y col.!'. La muestra se prepard a la
concentracion de 1 mg/mL. 500 pL del extracto fue mezclado con 1 mL de cloruro de
aluminio al 4 % y 3 mL de acetato de sodio al 5 %. La mezcla se dejo en reposo por 2,5 horas
a 20°C. La absorbancia fue leida a 440 nm (Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 150 —
THERMO SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccion. Se prepard una curva de calibracion
con quercetina (0,0; 4,0; 6,0; 8,0; 16,0; 20,0 ug/mL). Todos los ensayos fueron realizados por
triplicado. El contenido de flavonoles fue expresado como mg equivalentes de quercetina por
g de extracto (mg QE/g de extracto).

Determinacion de actividad antioxidante por método de secuestramiento del radical
libre 1,1 — difenil — picril — hidrazilo (DPPH)

Se desarrollo el procedimiento descrito por Brand — Williams y col., modificado por
Thaipong y col.,’ y ajustada a las condiciones de nuestro laboratorio. La muestra se prepard
a la concentracion de 1 mg/mL. Se prepard una solucion stock del radical libre DPPH de 20
mg/L en metanol. Se midio6 la absorbancia a 517 nm y se ajustd a 0,7 = 0,2 con metanol. Se
midi6 500 pL del extracto y se adiciono a 2000 pL de la solucion del DPPH y se mezclo en
un vortex. La mezcla fue incubada en la oscuridad por 30 min y la absorbancia fue leidaa 517
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nm (Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 150 — THERMO SCIENTIFIC). El porcentaje
de la actividad secuestradora del radical libre se calcul6 de acuerdo a la siguiente relacion:

ADPPH _ AMP

% de actividad secuestradora del DPPH = { :|X100

DPPH

En donde ADPPH y AMP corresponden a las absorbancias del DPPH, muestra problema
tratada con DPPH, respectivamente.

Asimismo, se prepard una curva estandar con Trolox (25 — 800 pmoles) y los resultados
fueron expresados como pumoles equivalentes a Trolox por gramo de extracto (umol ET/g de
extracto).

Determinacion de actividad antioxidante por el método de secuestramiento del cation
radical del acido 2,2°- azinobis — (3 — etilbenzotiazolina) — 6 - sulfénico (ABTS™)

Se utiliz6 el protocolo descrito por Arnao y col., modificado por Thaipong y col’. La muestra
se prepar6 a la concentracion de 1 mg/mL en metanol. La solucién patron (SP), estuvo
constituida por 7,4 mM de ABTS y 2,6 mM de persulfato de potasio. La solucién de trabajo
(ST) se prepar6 a partir de 1 mL de SP disuelto en metanol y se ajusté la absorbanciaa 1,1 +
0,02 diluyendo con metanol a la longitud de onda de 734 nm (Espectrofotometro UV — Vis
GENESYS 150 - THERMO SCIENTIFIC). 150 pL de la muestra fue mezclado con 2850 pL
de solucién de ABTSe+y se dejo en la oscuridad por 2 h y la absorbancia fue leida a 734 nm.
Se calculo el porcentaje de captacion del radical libre utilizando la siguiente ecuacion:

A -A
% de actividad secuestradora del ABTS = {ABTSMP}(IOO

ABTS

En donde AABTS y AMP corresponden a las absorbancias del ABTSe+y la muestra problema
tratada con ABTS™, respectivamente.

Asimismo, se prepar6é una curva estandar con Trolox (25 — 600 pmoles). Los resultados
fueron expresados como pmoles equivalentes de Trolox por g de extracto (umol ET/g de
extracto).

Determinacion de actividad antioxidante por el método de reduccion de hierro (FRAP)
Se aplico el procedimiento descrito por Benzie y Strain modificada por Thaipong y col’. La
muestra se prepar6 a la concentracion de 1 mg/mL en metanol. La solucion patréon incluyo
300 mM de buffer acetato pH 3,6; 10 mM TPTZ (2, 4, 6 — tripiridil — triazina) disuelto en una
solucion de HCI 40 mM y 20 mM de solucién de FeCl3 en agua. La solucion de trabajo (ST)
se obtuvo mezclando 25 mL de buffer acetato, 2,5 mL de soluciéon de TPTZ y 2,5 mL de la
solucion de FeCl3, la misma que fue calentada a 37°C antes de su uso. 150 pL de muestra fue
mezclada con 2850 pL de solucion ST y se dejo en reposo por 30 minutos; y la absorbancia
fue leida a 593 nm (Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 150 - THERMO SCIENTIFIC).
Una curva estandar fue preparada con Trolox (25 — 800 umoles). Los resultados fueron
expresados como pmoles equivalentes de Trolox por g de extracto (umoles ET/g de extracto)
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Analisis de datos

379

En la determinacion del contenido de compuestos fenolicos, flavonoides, flavonoles y la
capacidad antioxidante por los métodos del DPPH, ABTS y FRAP, los resultados fueron
expresados como la media + desviacion estandar de tres repeticiones. El analisis de varianza
y la prueba de comparaciones multiples de Scheffe fueron utilizados para demostrar las
diferencias significativas entre los extractos con un nivel de significancia de p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Rendimiento del extracto metandlico de las hojas de S. rufescens DC. y de

sus fracciones.

Extracto y/o fraccion

muestra (g)

Peso de

Peso seco de extracto

y/o fraccion (g)

Porcentaje de

rendimiento (%)

Extracto metandlico
Fraccion de n — hexano
Fraccion de diclorometano
Fraccion de acetato de etilo

Fraccion metanodlica

100 40
5 0,66
5 1,85
5 0,86
5 1,28

40,00
14,18
39,79
18,52
27,51

Tabla 2. Contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles del extracto
metandlico de S. rufescens DC. y de sus fracciones.

Fenoles Flavonoides Flavonoles Relacion

Extracto/ totales (mg QE/g (mg QE/g  Flavonoides Flavonoles/

?,O (mg GAE/g de extracto) de extracto) / flavonoides
Fraccién de extracto) Fenoles

totales

Extracto b 36,55+ 10,58 +
Metandlico 04> = L17 1,91° 0,85 0,57 0,29
Fraccién de N.D. N.D. N.D.
n — hexano
Fraccion 316 1P2TE a8 40340 0,39 0,38
Diclorometano 1,642
Fraccion de
Acetato de 7446 +1,6° 28,06+ 1,1° 29240232 0,38 0,1
etilo
Fraccion 149,81 + 4733 + 14,34 + 032 03
Metanolica 5,024 2,274 0,694 ’ ’
Valor p <0,05 <0,05 <0,05

Los resultados son el promedio £ D.E. de tres determinaciones, las letras con

superindices diferentes significan diferencias significativas (p <0,05).

Rev Soc Quim Peru. 86(4) 2020



380 Enrique Javier Aguilar Felices, Pablo Enrique Bonilla Rivera, Edwin Carlos Enciso Roca

Tabla 3. Capacidad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de
S. rufescens DC. y de sus fracciones.

DPPH ABTS FRAP

Extracto/ (umoles

Fraccion 9% umoles ET/g % umoles ET/g ET/g de

de muestra de muestra muestra)

Extracto 13,61 £ 76,97 + 27 £ 172,38 + 188,68 +
Metanolico 0,84° 7,17° 1,57° 10,78 2,76°

Fraccion 2,66 + N 1528+ 9171+ 160,8 +
n —hexano 0,932 1,512 10,422 1,66%

Fraccion 3,96 £ . 14,44 + a 124,89 +
Diclorometano 0,47* 0 0,58 85934 0,17¢

irf:t‘;‘t((’)“ " 2327+ 15982+ 2552+ 162,16+ 244,59 +
. 3,41¢ 29,24¢ 1,250 8,6° 3,18¢

etilo

Fraccién 6641+ 52980+ 6654+ 44438+ 406,86 +
Metanolica 1,674 14,34 3,07¢ 11,31¢ 24,584
Valor p <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Los resultados son el promedio + D.E. de tres determinaciones, las letras con

superindices diferentes significan diferencias significativas (p <0,05).

En la tabla 1 se muestra el rendimiento del extracto metandlico de las hojas de S. rufescens
DC., y de cada una sus fracciones. Se obtuvo un rendimiento de 40 % de extracto metandlico,
un porcentaje muy alto, posiblemente porque hemos utilizado metanol sin dilucion y por haber
realizado una extraccion dinamica por agotamiento (4 x 500 mL); y no una maceracion simple.
Mientras que en las fracciones, la fraccion de diclorometano mostrd el mayor porcentaje (39,79
%), seguido de las fracciones metanolica (27,51 %), acetato de etilo (18,52 %) y n — hexano
(14,18 %), respectivamente. El fraccionamiento del extracto metanélico permitié separar los
compuestos quimicos presentes en el extracto de acuerdo a su polaridad, en el cual la fraccion
de diclorometano tuvo mayor porcentaje, mientras que la fraccion de n - hexano tuvo menor
porcentaje. Estas diferencias entre las fracciones se deben a la naturaleza y polaridad de los
compuestos presentes en cada uno de las fracciones.

En estudios realizados con especies del género Senecio se han utilizado diferentes solventes para
realizar la extraccion de compuestos bioactivos a partir de sus partes aéreas, en el caso de S.
clivicolus Wedd. se utiliz6 etanol al 96 %?*, en S. scandens Buch.-Ham. etanol al 80 %' y en S.
glaucus subsp coronopifolius (Maire) C. Alexander. metanol al 70 %3, con 27,06 %; 6,25 % y
7,5 % de rendimiento, respectivamente. En S. scandens Buch.-Ham.'? y en S. glaucus subsp
coronopifolius (Maire) C. Alexander.", se utilizd maceracion simple por agotamiento por
siete dias, mientras que, en S. cluvicolus Wedd.* se utiliz6 maceracion dinamica obteniéndose
mejores resultados, pero que es inferior al nuestro.

La literatura reporta que los terpenos, tales como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos
y triterpenos, estan presentes en cantidades significativas en especies del género Senecio?,
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compuestos que pueden ser solubilizados en diclorometano y posiblemente a esto se deba el
porcentaje elevado de esta fraccion en S. rufescens DC. Asimismo, se ha reportado en otras
especies del género Senecio, el fraccionamiento por particion liquido — liquido con solventes
de polaridad creciente. En el caso de S. glaucus L., el extracto etandlico se fraccion6 con n —
hexano, cloroformo y n —butanol, obteniéndose 13,33 %, 21,76 %y 36,67 % de rendimiento’,
mientras que en S. clivicolus Wedd. el extracto etandlico al 96 % fue fraccionado con n —
hexano, cloroformo, acetato de etilo y n — butanol, obteniéndose 8,61 = 0,75 %; 63,39 + 5,23
%; 6,87+0,39 %y 13,53 £0,95 % de rendimiento4, respectivamente. Nuestros resultados se
acercan a este ultimo, en el cual, la fraccion de cloroformo tuvo el mayor porcentaje y la de
n - hexano el menor porcentaje.

Por otro lado, en la tabla 2 presentamos el contenido de fenoles totales, flavonoides y
flavonoles presentes en el extracto metandlico de las hojas de S. rufescens DC. y de sus
fracciones. Se observa que estos varian desde el extracto metandlico (64,5 + 1,17 mg
GAE/g de extracto; 36,55 + 1,91 mg QE/g de extracto y 10,58 + 0,85 mg QE/g de extracto,
respectivamente), y en cada una de las fracciones en funcion de su polaridad. La fraccion
de acetato de etilo (74,46 + 1,6 mg GAE/g de extracto; 28,06 + 1,1 mg QE/g de extracto
y 2,92 + 0,23 mg QE/g de extracto, respectivamente) y la fraccion metanolica (149,81 +
5,02 mg GAE/g de extracto; 47,33 + 2,27 mg QE/g de extracto y 14,34 = 0,69 mg QE/g
de extracto, respectivamente), mostraron el mayor contenido de fenoles totales, flavonoides
y flavonoles. La fraccion metanolica tiene los valores mas altos de los tres compuestos,
posiblemente porque estan unidos a restos azucarados que les proporciona mayor polaridad y
por ende solubilidad en solventes mas polares. Las diferencias estadisticas entre el contenido
de estos tres compuestos en el extracto metandlico y en cada una de sus fracciones fueron
significativas (p < 0,05).

Existen reportes en la literatura sobre el contenido de fenoles totales en el género Senecio,
cuyos rangos varian desde 2,46 £ 0,11 mg GAE/g de extracto en el extracto acuoso de S.
anteuphorbium (L) Sch.Bip.,' hasta 170,11 £ 1,49 mg GAE/g de extracto en la fraccion
de acetato de etilo de S. clivicolus Wedd.* de sus partes aéreas, respectivamente En nuestro
estudio, hemos hallado que la fraccion metanolica del extracto metanolico de las partes
acreas de S. rufescens DC. tuvo un contenido relativamente alto de fenoles totales (149,81 +
5,02 mg GAE/g de extracto).

En el caso de los flavonoides, también la literatura reporta un contenido variable que va desde
2,5+ 0,2 mg EQ/g de hoja seca en una infusion de hojas de S. viridis Phil., hasta 35,9 = 0,17
mg EQ/g de extracto del extracto metandlico de hojas de S. glaucus subsp coronopifolius
(Maire) C. Alexander."’. En nuestro estudio obtuvimos valores de 36,55 £1,91; 28,06 £1,1
y 47,33 £ 2,27 mg EQ/g de extracto, del extracto metandlico y de las fracciones de acetato
de etilo y metanolica, respectivamente; demostrandose que S. rufescens DC., posee un
contenido significativo de flavonoides respecto a otras especies del género Senecio reportada
en la literatura. Asimismo, determinamos la relacion entre el contenido de flavonoides y
fenoles totales en las fracciones de diclorometano, acetato de etilo y metandlica, en la cual
los flavonoides representaron aproximadamente un tercio del contenido de fenoles totales en
dichas fracciones.
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Nosotros también hacemos el primer reporte del contenido de flavonoles en especies del
género Senecio. En nuestro estudio, el contenido de flavonoles en el extracto metanolico y
en las fracciones de diclorometano, acetato de etilo y metandlica fueron 10,58 + 0,85; 6,48
+0,34; 2,92 + 0,23; 14,34 + 0,69 mg QE/ de extracto, respectivamente. Estos representaron
también aproximadamente un tercio del contenido de flavonoides en las fracciones de
diclorometano y metanolica, respectivamente. En el género Senecio es recurrente la presencia
de flavonoles como kaempferol, quercetina, myricetina y fisetina, tanto como agliconas libres
y sus derivados glicosilados>*!2.

Esta diferencia entre el contenido de fenoles totales y de flavonoides en el género Senecio, nos
permite asumir que esta cubierta por otros compuestos fenoélicos, tales como acidos fenolicos
derivados del acido clorogénico y de acidos dicafeoilquinicos, entre otros compuestos
fenolicos, quienes también poseen la habilidad para neutralizar radicales libres®.

Mientras que en la tabla 3 mostramos los resultados de la capacidad antioxidante del extracto
y de sus fracciones de las partes aéreas de S. rufescens DC. En la cual, la fraccion metanolica
tiene la mas alta capacidad antioxidante (DPPH: 66,41 £+ 1,67 %; 529,80 + 14,30 pmoles
ET/g de extracto; ABTS: 66,54 + 3,07 %; 444,38 = 11,31 pmoles ET/g de extracto; y FRAP:
406,86 = 24,58 pmoles ET/g de extracto, respectivamente), seguido del extracto metanolico
(13,61 = 0,84 %; 76,97 = 7,17 pmoles ET/g de extracto; ABTS: 27 + 1,57 %; 172,38 + 10,78
pmoles ET/g de extracto; y FRAP: 188,68 + 2,76 umoles ET/g de extracto, respectivamente).
Asimismo, hallamos diferencias significativas entre la capacidad antioxidante del extracto
metanolico y de cada una de las fracciones para los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP
(p<0,05), respectivamente.

Los ensayos de DPPH y ABTS, son ensayos que miden la capacidad de secuestramiento
de radical libre. En el caso del ensayo del DPPH?, este se realiza en medio metanoélico, por
tanto, comprende antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos presentes en el extracto y en sus
fracciones, en el cual se mide la decoloracion del reactivo de color violeta a amarillo a 517
nm. Mientras que en el caso del ABTS?, este se desarrolla en medio acuoso, por tanto, se
aborda principalmente a los antioxidantes hidrofilicos, en el cual el cation ABTS™ formado
en el medio de reaccion, se decolora de verde azulado intenso a verde azulado palido, el
cual se mide a 734 nm. Por otro lado, el ensayo del FRAP® se fundamenta en la capacidad
reductora del cation Fe** presente como un complejo formado con TPTZ que es de color
violaceo a Fe?*, resultando en una intensificacion del color violaceo, por ende, se incrementa
su absorbancia cuando es leida a 593 nm. Por lo tanto, la decoloracion de los radicales libres
DPPH y ABTS se debe a la presencia de antioxidantes capaces de donar un proton a dichos
radicales libres y en el caso del ensayo FRAP, se debe a la capacidad reductora del cation Fe**
por parte de grupos hidroxilos. Estos compuestos, estan presentes en el extracto metanolico
de las hojas de S. rufescens DC., y de sus fracciones, principalmente como compuestos
fenolicos®, tal como ha sido mostrado en la tabla 2.

Sélo existe un reporte en el género Senecio, en el cual, se evaluo la capacidad antioxidante
utilizando los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente. En dicho reporte, la fraccion
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de acetato de etilo (DPPH: 317,53 + 5,81 mg ET/g de extracto; ABTS: 409,53 £+ 9,53 mg
ET/g de extracto; y FRAP: 507,66 + 5,26 mg ET/g de extracto, respectivamente) del extracto
etanolico de las partes aéreas de S. clivicolus Wedd., tuvo mayor capacidad antioxidante que
la fraccion butanolica (DPPH: 119,54 + 6,71 mg ET/g de extracto; ABTS: 208,37 + 3,21 mg
ET/g de extracto; y FRAP: 184,18 + 4,59 mg ET/g de extracto, respectivamente)’. En nuestro
estudio, con el ensayo de DPPH se obtuvieron valores mas altos que con el ensayo FRAP,
mientras que, en S. clivicolus Wedd., se obtuvieron resultados opuestos. Asimismo, nosotros
obtuvimos una mayor capacidad antioxidante en la fraccion metandlica obtenida a partir del
extracto metanodlico, mientras que en S. clivicolus Weed., se obtuvo la mayor actividad en
la fraccion de acetato de etilo del extracto etandlico. Esta diferencia se debe posiblemente
a la naturaleza y concentracion de los compuestos con capacidad antioxidante presentes en
dichas fracciones y, asimismo, al origen de la muestra, puesto que S. clivicolus Wedd., fue
colectada en el departamento de Potosi (Bolivia) a una altitud de 3750 msnm, mientras que
nuestra muestra de S. rufescens DC., fue colectada a 4756 msnm.

En la literatura se reporta el caso del estudio de la actividad antioxidante del fruto de un
cultivar de Vaccicium corymbosum L.y de 14 cultivares de Vaccicium ashei Reade “arandano”,
en el cual, el rango de los resultados del ensayo de DPPH (1014,20 a 2055,06 pumoles
ET/100g) fueron superiores al del ensayo de FRAP (699,78 a 1740,25 pmoles ET/100g)'¢,
respectivamente. Por tanto, si bien estos resultados corresponden a otras especies, son
compatibles con nuestro resultado, el de obtener valores mas altos para el ensayo de DPPH
respecto al de FRAP.

En consecuencia, con los resultados obtenidos podemos afirmar que el extracto metanolico
y las fracciones de acetato de etilo y metanoélica de las partes aéreas de S. rufescen DC.,
tienen compuestos con alta capacidad antioxidante, en el cual, los responsables de dicha
actividad serian los compuestos fendlicos conformados por acidos fenélicos y flavonoides
principalmente, que pueden estar presentes ya sea como compuestos libres o agliconas y
también como glicdsidos, que son mas solubles en solventes mas polares como el metanol,
destacando este Ultimo en nuestro estudio, por mostrar mayor capacidad antioxidante. S.
clivicolus Wedd.* y S. scandens Buch.-Ham.'?, se caracterizan por presentar acidos fendlicos
y derivados del acido dicafeoilquinicos, asi como flavonoles y sus derivados glicosilados, los
cuales poseen una gran capacidad antioxidante.

Finalmente, se hace necesario aislar los compuestos fendlicos en S. rufescens DC., y
determinar su estructura quimica para explicar mejor su capacidad antioxidante y realizar
otros ensayos relacionados con sus propiedades bioldgicas.

CONCLUSIONES
En conclusion, reportamos el contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles; y

su capacidad antioxidante utilizando los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP del extracto
metanolico y de sus fracciones, obtenidas a partir de las hojas de S. rufescens DC., resaltando
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el alto contenido de compuestos fenolicos y la alta capacidad antioxidante de la fraccion
metandlica en los modelos ensayados.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOESTRUCTURAS TIPO
COBRE-SELENIO OBTENIDAS MEDIANTE LAS TECNICAS DE
MICROONDAS Y MECANOSINTESIS

Aldo Javier Guzman Duxtan™, Elvis Mauricio Jiménez Pefia®

RESUMEN

En este trabajo se describe la sintesis de nanoestructuras de seleniuro de cobre, utilizando la
técnica de microondas y mecanosintesis. En la sintesis asistida por microondas, el proceso
se realizé en un horno microondas modificado, para ello, a una solucién de sulfito de sodio
se le anadio selenio en polvo, esta mezcla fue sometida a radiacion microondas al 40 %
formando asi el selenosulfato de sodio para luego agregarle acetato de cobre manteniendo la
proporcion Cu:Se (1:1) mientras se sometia nuevamente a irradiacion, obteniendo al finalizar
un precipitado negro de seleniuro de cobre. La otra técnica es la mecanosintesis, donde se
moli6 polvos de cobre y selenio bajo atmosfera inerte, utilizando un molino SPEX 8000M,
obteniendo seleniuro de cobre. Los productos fueron caracterizados mediante DR-X, FRX-
ED, MEB, EDX, UV-Vis. Los resultados indican que se formaron las fases Cu2Se, Cu3Se2 y
Cul.8Se. Empleando las ecuaciones de Scherrer y Williamson-Hall se determind el didmetro
promedio del cristalito entre 8 y 83 nm, y con la ayuda del programa OriginPro 2017, se
calcularon las microtensiones que estuvieron entre 0.00105 a 0.01031 Pa. La banda de
energia prohibida se obtuvo empleando el ploteo de Tauc, obteniendo valores entre 1 y 2 eV.

Palabras clave: Selenio, microondas, mecanosintesis, seleniuro de cobre.

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF COPPER-SELENIO
TYPE NANOSTRUCTURES OBTAINED THROUGH MICROWAVE
AND MECHANOSYNTHESIS TECHNIQUES

ABSTRACT

In this work, the synthesis of copper selenide nanostructures is described, using the
microwave and mechanosynthesis technique. In microwave-assisted synthesis, the process
was carried out in a modified microwave oven. To this a solution of sodium sulfite was
added with selenium powder, this mixture was subjected to microwave radiation at 40 %,
thus forming sodium selenosulphate for then add copper acetate maintaining the Cu: Se ratio

* Facultad de Quimica e Ing. Quimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Calle German Amezaga 375,
Ciudad Universitaria, Lima, Pera.
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(1: 1) while undergoing irradiation again, obtaining at the end a black precipitate of copper
selenide. The other technique is mecanosynthesis, where copper and selenium powders were
ground under inert atmosphere, using a SPEX 8000M mill, obtaining copper selenide. The
products were characterized by DR-X, FRX-ED, MEB, EDX, UV-Vis. The results indicate
that the Cu2Se, Cu3Se2 and Cul.8Se phases were formed. Using the equations of Scherrer
and Williamson-Hall, the average diameter of the crystallite was determined between 8 and
83 nm, and with the help of the OriginPro 2017 program, microtensions that were between
0.00105 to 0.01031 Pa were calculated. The banned energy band was obtained using the plot
of Tauc, obtaining values between 1 and 2 eV.

Key words: microwave, mecanosynthesis, copper, selenium.

INTRODUCCION

En los ultimos afios las nanoestructuras de seleniuro de cobre han tenido un alto interés
dado que el seleniuro de cobre posee propiedades fascinantes y por ello amplias aplicaciones
en campo tecnoldgico como: convertidores termoeléctricos', filtros Opticos?, dispositivos
fotoelectronicos de alta eficiencia’, superconductores id6nicos?, sensores de gases’, células
solares® y fotocatalizadores’ que permiten degradar productos quimicos peligrosos. Es por
eso que se vienen utilizando e implementando métodos para su sintesis como el solvotermal®,
irradiacion gamma’, sonoquimico'’, electrodeposicion'!, evaporacion al vacio'?, coloidal'®,
deposicion de bafio quimico', deposicion quimica de vapor® y deposicion por laser
pulsado's. El seleniuro de cobre es un semiconductor compuesto extrinseco tipo p, existe
en diferentes composiciones estequiométricas'’ (CuSe, Cu,Se, Cu,Se,, CuSe,, CuSe,) y no
estequiométricas'® (Cu, Se). Este material es potencialmente alternativo para sustituir al
silicio en dispositivos electronicos y particularmente en células solares por poseer una banda
de energia prohibida entre 1 y 2.3 eV'. En nuestros laboratorios empleamos dos métodos
asequibles para la obtencion de las nanoestructuras tipo cobre-selenio, por microondas
que representa una técnica alternativa que proporciona la energia térmica a un proceso
fisicoquimico ventajas comparativas como el ahorro de tiempo, energia, rapidez y eficiencia
que serian dificiles de conseguir por otros métodos convencionales?. Ademas, esta es una
técnica amigable con el medio ambiente y una alternativa que apoya el desarrollo de nuevas
lineas de investigacion. Por otra parte, tenemos la mecanosintesis*' o molienda mecanica,
que es considerada una técnica moderna, Util y versatil, ha permitido producir materiales en
fases fuera del equilibrio termodindmico (sin la necesidad de recurrir a solventes quimicos
nocivos que perjudican el medio ambiente), tales como: aleaciones, soluciones solidas
extendidas y/o amorfas, fases nanovitreas y cuasicristales. Las nanoestructuras preparadas
de seleniuro de cobre, luego, se caracterizaron por determinacion de sus fases estructurales,
composicion quimica y morfologia. Ademas, sus propiedades opticas se analizaron mediante
espectroscopia UV-Vis y para determinar la banda de energia prohibida se utilizo el ploteo
de Tauc?.
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PARTE EXPERIMENTAL

Sintesis de nanoestructuras tipo Cu-Se por via microondas

Para este experimento, se utilizé la proporcion de masas Cu:Se=1:1 (CuSe (A)). Primero,
en un vaso de precipitado, se prepar6 selenosulfato de sodio (Na,SeSO,), disolviendo 0.263
g de selenio (0.0033 mol) en polvo con 50 mL de una solucion de sulfito de sodio 1,1 M.
La mezcla resultante de color negro con un pH~9 se homogeniz6 durante 10 minutos y se
vertio en un baldén de 250 mL. Seguidamente, se coloco el balon en el horno de microondas
(figural) y se irradio con una potencia de 40 % durante dos intervalos de 15 minutos con
reflujo y agitacion. Al transcurrir el tiempo se observé que la solucion se torné transparente,
por otro lado, se disolvid 0.751 g de acetato de cobre (0.0041 mol de cobre) en 50 mL de
agua destilada. Nuevamente, se continud la irradiacion microondas a la solucion transparente
bajo las mismas condiciones (potencia: 40 %, por 15 minutos) y en ese intervalo de tiempo
de le adiciond la solucion de acetato de cobre de manera continua mediante un embudo
Schlenk, continuando con la irradiacioén por otros 15 minutos, se logro ver la formacion de
un precipitado de color negro en el interior del balon.

Figura 1. Microondas modificado.

Por ultimo, el precipitado, se filtr6 en un matraz erlenmeyer utilizando papel filtro y
lavandolo con agua destilada caliente y etanol absoluto, para luego llevar a la estufa para
secado por 2 horas a una temperatura de 80°C durante 20 minutos. A esta Uinica muestra se le
hizo posteriormente tratamiento térmico colocando solo el producto sin el papel filtro en un
crisol que se llevo a una mufla y se calent6 aproximadamente 2 horas a 800 °C. Controlar la
formacion de las fases de seleniuro de cobre es complicado porque tienden a formarse varias
durante el proceso de sintesis por eso se realizaron otras dos experiencias con proporciones
numéricas sencillas para analizarlas y quedarse con aquella donde se obtenga la fase pura. Las
otras dos muestras sintetizadas empleando esta técnica fueron las Cu:Se=2:1 y Cu:Se=3:2,
denominadas CuSe (B) y CuSe (C), respectivamente, manteniendo fija la potencia de
irradiacion y el tiempo, pero variando la cantidad de agente reductor.
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Sintesis de nanoestructuras tipo Cu-Se por mecanosintesis

La sintesis comienza con el calculo de las masas de cada elemento que forma parte del
sistema Cu-Se, manteniendo la estequiometria Cu:Se=2:1. Para la nanoestructura Cu,Se se
tiene:

mge = (38.32%) * masaora; >

Mey = (61.68%) * masasorq @

La masa total se calcula mediante la siguiente ecuacion:

villas _ masatotaldebolas 3)
Carga masagotal

En este trabajo la relacion villas/carga23 empleada fue de 10:1, el peso de cuatro villas de
acero fue de 33.1474 gramos, luego reemplazando en la ecuacion 3:

10 _ 33.1474

1 masQgotal

masQeorq = 3.3147g “4)

Reemplazando este valor en las ecuaciones 1 y 2 se obtiene:

mge = (38.32%) * 3.3147 = 1.2702g
Mey = (61.68%) * 3.3147 = 2.0445g

Teniendo todas las masas pesadas, se procedio a trabajar en una camara de vacio (0,05
bar) saturada de gas argon; en estas condiciones, se adicionan los polvos y las villas en un
contenedor cilindrico de base plana para posterior sellado, este contenedor es propio del
Molino Vibratorio (SPEX, 8000M) que se observa en la figura 2. El contenedor se instald
en el brazo mecanico del molino y se trabajo en intervalos de molienda de 30 minutos con
10 minutos de pausa entre cada molienda. Para un tiempo neto de molienda de 12 horas se
tomaron pequeflas muestras bajo condiciones de atmosfera inerte en la cAmara ya mencionada,
los intervalos de tiempo fueron de 0 (blanco), 1, 3, 6 y 12 horas para evaluar el desarrollo de
dicha molienda. No se prepararon y molieron muestras con la relacion Cu:Se = 1:1 y Cu:Se
= 3:2, debido a la indisponibilidad del equipo de molienda que era empleado en muchos
trabajos de investigacion en la facultad de fisica.
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Figura 2. a) Molino de sistema vibratorio modelo SPEX 8000M; b) Motor y brazo mecanico;
c¢) camara de guantes; d) Cilindros para gases inertes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion estructural, estudio de fases y determinacion de tamafio de particula
Los siguientes difractogramas resultan de la formacion de muestras mediante la técnica
microondas. En la figura 3 se observa el difractograma de la muestra CuSe(A) y las distintas
fases del seleniuro de cobre formado cuando se mantuvo la relacion Cu:Se=1:1, la primera
corresponde a la fase Cu,Se, (P421m) tetragonal tipo umangita (239-ICSD) que presenta
picos de difraccion con mayor intensidad en angulos 26=25.05, 27.87, 28.74, 39.65,49.89 y
51,52° que tienen por planos cristalinos (101), (200), (111), (220), (311), (202). La segunda
fase Cu2Se (F3 mm) cubica tipo berzelianita (33628-ICSD) muestra picos con alta intensidad
en 26=26.96 y 44.79° con planos correspondientes a (111) y (220).

- v e

20
Figura 3. Difractograma de Rayos X de la muestra CuSe(A).
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El difractograma de la figura 4 pertenece al espectro de la muestra CuSe (B) y presenta la
mezcla de dos fases, en la cual, a diferencia de la primera muestra sintetizada se realizo
un cambio en la relacion cobre/selenio a Cu:Se=2:1. La fase Cu, Se (F43m) cubica tipo
berzelianita (77376-1CSD) posee picos de difraccion caracteristicos en los angulos 26=26.93,
44.74 y 52.24° dados por los planos cristalinos (111), (220) y (331). El difractograma revela
también la coexistencia de la fase Cu3Se2 (P421m) tetragonal tipo umangita (33628-1CSD),
donde se puede observar que los picos de esta fase presentan menores intensidades en
comparacion a lo mostrado en la figura 3.
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Figura 4. Difractograma de rayos X de la muestra CuSe (B).

En la figura 5, se observa el difractograma de la muestra CuSe (C), en la cual se volvio a
cambiar la relacion a Cu:Se=3:2. Este difractograma indica la presencia de una sola fase pura,
identificada como Cu, Se (F43m) clibica tipo berzelianita (77376-ICSD), la cual presenta
picos con intensidades fuertes que aparecen en los dngulos 26=26.93, 44.63 y 52.88°
correspondientes a los planos cristalinos (111), (200) y (220). Ademas, no aparece la fase
Cu,Se, que se presentaba en los anteriores difractogramas, por lo tanto, la nanoestructura
Cu, Se posee una mayor pureza.
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Figura 5. Difractograma de Rayos X de la muestra CuSe (C).

Rev Soc Quim Peru. 86(4) 2020



392 Aldo Javier Guzmdan Duxtan, Elvis Mauricio Jiménez Peria

Es conocido que los seleniuros de cobre poseen diferentes estados polimorficos! al
incrementar la temperatura, es por ello que se realiz6 tratamiento térmico a la primera muestra
sintetizada CuSe (A) cuyo difractograma se aprecia en la figura 3, la cual presenta las fases
Cu,Se, y Cu,Se. El resultado del calentamiento se observa en el difractograma de la figura 6,
donde ambas fases desaparecieron dejando solo la sefial del 6xido de cobre (CuO), es muy
probable que la fase Cu,Se haya sufrido la transformacion polimorfica a 150 °C y que haya
ocurrido la ruptura del Cu,Se, en Cu, Se y CuSe. Sin embargo, al calentar se sobrepasa el
punto de ebullicion del selenio (684,8 °C) produciendo el desprendimiento rapido del selenio
gaseoso quedando en la muestra el cobre que reacciona con el oxigeno produciendo CuO. Al
observar este resultado no se hizo el mismo tratamiento con las demas muestras de seleniuro
de cobre porque nuevamente se daria el desprendimiento de todo el selenio en forma de gas
quedandose solo el 6xido de cobre.
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Figura 6. a) Difractograma de rayos X de la muestra CuSe(A) antes del tratamiento térmico;
b) Difractograma de rayos X después de 2 horas a 800°C.

Es evidente a partir de los difractogramas de rayos X anteriores la importancia de la proporcion
Cu/Se usada en cada experimento para la formacion de las distintas fases de seleniuro
de cobre. Esto ocurre en el medio de reaccion que contiene iones de cobre y selenio con
diferentes potenciales de reduccion, el ion selenio tiene un mayor potencial de reduccion por
lo tanto este agente reductor pierde sus electrones volviéndose Se® estas particulas iniciales se
forman y comienzan a crecer, a su vez los iones cobre ganan los electrones y se vuelven Cu’
los cuales quedan atrapados e incluidos en los espacios tetraédricos u octaédricos de la red
cristalina del selenio formandose asi las diferentes fases de la nanoestructura. Para explicar
mejor la formacion de las dos fases presentes en el difractograma (figura 3) de la muestra
CuSe (A), se parte del siguiente mecanismo de reaccion:
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La reaccion al agregar un exceso de sulfito de sodio (agente reductor) y selenio, tal como se
indica cuando se emplea la técnica por microondas, da paso a un medio basico donde ocurre
la hidrolisis del sulfito de sodio y la formacion del selenosulfato (Na,SeSO,), reacciones 5

y 6:
250%™ + 2H,0 +2e~ 2 S,0%” + 40H" ®)
NaSO; + Se = Na,SeS0; 6)

El selenosulfato de sodio es la fuente de iones Se*, este compuesto es inestable en medio
basico y se disocia como ocurre en la siguiente reaccion:

Na,SeSO; + 20H!~ 2 Na,S0, + Se?~ + H,0 (7

Al agregar acetato de cobre al medio de reaccion parte de los iones cobre Cu** son reducidos
hasta Cu'* por el agente reductor sulfito como se da en la reaccion 8, para luego reaccionar
con los iones seleniuro originados en la reaccion 7 que conducen a la formacion del Cu,Se,
que se muestra en la reaccion 9:

Cu?t + 1le” » Cul* 8)
2Cu'* + Se?~ - Cu,Se 9)

En la solucion también ocurre que los iones Cu** y Cu'* reaccionan con los iones seleniuro
para producir la fase Cu,Se, como se indica en:

Cu?* + 2Cul* + 2Se?~ - CusSe, (10)

Ambeas fases formadas en la muestra CuSe (A) tienen porcentajes en pesos similares como
se indica en la tabla 2, por lo tanto se puede afirmar que hay una proporcion similar de
iones Cu*" y Cu'" durante la sintesis. En el difractograma de la muestra CuSe (B) mostrado
en la figura 4, se aprecia que las intensidades de los picos caracteristicos de la fase Cu,Se,
disminuyen drasticamente y se pierde la estequiometria Cu,Se dando lugar a la fase no
estequiométrica Cu, Se que presenta una mayor intensidad. La formacién de la fase no
estequiométrica ocurre al cambiar las condiciones iniciales que permitian la existencia de la
fase Cu,Se en la muestra CuSe (A), como reducir a la mitad el nimero de moles de selenio y
sulfito de sodio utilizados durante el experimento con la muestra CuSe (B) donde se empled
la relacion Cu:Se=2:1 (tabla 1). La consecuencia directa es disminuir la concentracion del
selenosulfato de sodio formado tal como se indica en la reaccion 6, ademas ocurre una
variacion del pH haciendo al medio menos basico en comparacién al anterior experimento,
ambos efectos producen un desplazamiento a la izquierda en la reaccion 7 disminuyendo asi
la concentracion de iones seleniuro provocando que la reaccion 10 esté desfavorecida ya que
esa reaccion necesita mas iones seleniuros ocasionando asf la disminucion de la fase Cu,Se,.
A diferencia de los experimentos anteriores en la muestra CuSe (C) desaparecio por completo
la fase Cu,Se, formandose solo la fase pura Cul.8Se en el difractograma de rayos X de la
figura 5, esto ocurre porque se redujo la cantidad de moles de cobre utilizadas (tabla 1) al
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emplear la relacion Cu:Se=3:2, facilitando la accion del exceso de sulfito en reducir todos los
iones Cu®" a Cu'" y desfavoreciendo por completo la reaccion 10. Los porcentajes en pesos
de la tabla 2, una vez mas corroboran lo anterior puesto que el porcentaje en peso de la fase
Cu,Se, disminuye hasta €l 17 % en la muestra CuSe (B), mientras que en la muestra CuSe (C)
desaparece dejando solo la fase Cu, Se al 100 %.

Tabla 1. Cantidad de reactivos utilizados al inicio de la sintesis.

Muestra Relacién cobre selenio Sulfito de
(mol) (mol) sodio (mol)
CuSe (A) 1:1 0.0041 0.0033 0.0550
CuSe (B) 2:1 0.0041 0.0016 0.0275
CuSe (C) 3:2 0.0031 0.0016 0.0275

Por otra parte, todos los procesos de molienda comprenden tres principales etapas que se
dieron bajo atmosfera inerte para evitar que ingrese el oxigeno y se formen 6xidos, los cuales
son fases impuras no deseadas que aparecen frecuentemente durante la mecanosintesis. En la
etapa inicial, los polvos elementales de cobre y selenio son aplanados y forman estructuras
laminares, las superficies creadas recientemente durante la fractura permiten que las
particulas se junten y suelden en condiciones frias. En la etapa intermedia de la molienda
los seguidos impactos de las bolas contra los polvos elementales incrementa el niimero
de defectos, deslocalizaciones, vacantes, limites de granos. La presencia de estos defectos
estructurales permite la difusion ultrarrapida, asi como también la formacion del seleniuro de
cobre. Finalmente, en la ultima etapa, la composicion final del Cu,Se formado se aproxima
a la proporcion de polvos elementales de Cu y Se usadas al inicio la cual se mantuvo en
la relacion Cu:Se=2:1. La serie de difractogramas en la figura 7 pertenecen a la mezcla de
polvos elementales que fueron molidos y posteriormente monitoreados durante diferentes
intervalos de tiempo (horas) en el proceso de mecanosintesis. A las 0 h corresponde a la
mezcla de partida, por lo tanto solo aparecen las intensidades propias del cobre con estructura
cubica centrada en la cara y selenio con estructura hexagonal.
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Figura 7. Difractogramas de Rayos X de las nanoestructuras de seleniuro de cobre
obtenidas por mecanosintesis.

Después de 1 h de molienda se puede observar la desaparicion de las intensidades de los
picos iniciales que evidencian la desaparicion de los planos cristalograficos del Cu y Se
para dar lugar a la formacion de una nueva fase correspondiente a Cu2Se (£23) cubica tipo
berzelianita (JCPDS card 76-0136 ) que se formo por el continuo impacto de las bolas contra
los polvos elementales iniciales, también se produjo 6xido de cobre (Cu,0) probablemente
al entrar la muestra en contacto con el aire cuando se realizaron las mediciones en el equipo
de DR-X. Durante los siguientes intervalos de tiempo predominé la existencia de la fase
Cu2Se, se observo que en los espectros analizados cada vez se iban incrementaron las
intensidades que se relaciona con el grado de cristalinidad y el ancho de pico relacionado
con la reduccion de tamano de particula, los picos caracteristicos se localizaron los angulos
20=26.54, 44.03, 52.15° que tienen como coordenadas a los planos cristalinos (111), (220)
y (311), respectivamente.

A partir de los difractogramas de rayos X se realizaron refinamientos por el método
Rietveld'*!, con la finalidad principal de calcular el porcentaje de todas las fases de
seleniuro de cobre presente en cada difractograma mostrado anteriormente. En concreto,
se identificaron primero las fases presentes en cada difractograma utilizando el software
Crystallographica Search-Match 2.1, luego se buscé la data (archivo) de estas fases en una
base de datos cristalograficos y junto a los datos experimentales obtenidos, son estudiados
en el software especializado MAUD v2.33 para refinar los difractogramas de las figuras 3, 4,
5y 7, con el fin de obtener el porcentaje de fases, parametros de red entre otros. Las figuras
8, 9 y 10 pertenecen a los refinamientos realizados en los difractogramas de las muestras
sintetizadas mediante la técnica microondas, mientras que, la figura 11 es el difractograma
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refinado de la muestra molida por 12 horas durante la mecanosintesis. Adicionalmente, los
principales parametros obtenidos aplicando el refinamiento Rietveld son mostrados en la
tabla 2.
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Figura 8. Difractograma de Rayos X con refinamiento de la muestra CuSe (A).
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Figura 9. Difractograma de Rayos X con refinamiento de la muestra CuSe(B).
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Figura 10. Difractograma de Rayos X con refinamiento de la muestra CuSe (C).
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Figura 11. Difractograma de Rayos X y refinamiento de la fase Cu2Se obtenida por

mecanosintesis a las 12 horas.

Tabla 2. Parametros obtenidos en el refinamiento de Rietveld de las muestras

sintetizadas por las técnicas microondas y mecanosintesis.

Parametros de

Volumen de

Muestra Fase red (A) celda (A%) % Fases
CuSe (A) CuzSe a=b=c=5.720 187.149 52.996
CusSex  a=b=6.394 c=4.267 174.449 47.004
CuSe (B) CusSe2  a=b=6.395 c=4.261 174.258 17.062
CuisSe a=b=c=5.7261 187.739 82.938

CuSe (C)  CuisSe a=b=c=5.740 189.119 100

CusSe CuaSe a=b=c=5.812 196.32 80.323
Cu0 a=b=c=4.482 90.034 10.667

El didmetro promedio del cristalito (D) y la tension de la nanoestructura (g) de las
nanoestructuras se calcularon mediante las ecuaciones de Williamson-Hall'” y Scherrer'®.
El procedimiento del calculo parte con los difractogramas ya refinados de las muestras
sintetizadas, la data de estos difractogramas se exporta mediante el software MAUD, hacia
el programa OriginPro 2017 b9.4.0.220 en donde se separaron las fases que podrian estar
presentes en el difractograma. Al tratar este difractograma refinado (figura 3) de la muestra
CuSe (A) se logra separar las fases tal como se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Difractogramas de Rayos X separados de la fase Cu2Se(a) y
de la fase Cu,Se, en (b).
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A partir del difractograma figura 12 (a) se ajusta el pico (111) para un analisis deconvolutivo
al perfil de la funcion de ajuste PsdVoigtl para obtener los parametros X y W, tal como se
muestran en la figura 13.

(111)
2250 — Peak (111) of CuzSe
2000 = PsdVoigt1Fit
1750 :

1500

u

Intensity (a
g 3 8 R
8 &8 8 8
L L

Xe

-250 i

T
26 27 28
20

Figura 13. Ajustes de picos de la fase Cu2Se perteneciente al plano (111).

Luego se registran los valores paramétricos del pico en la tabla 3, siendo W (también
denominado f o FWHM) la anchura del pico a altura media del mismo y Xc el angulo de
difraccion 20.

Tabla 3. Datos del pico (111) de la fase Cu,Se.

Funcién PsdVoigtl
Parametro Valor Ef’"’"
estandar
fll‘fl“)’ Yo -3.0955 2.41503
Xe 26.95876 0.001
A 658.312 7.16997
W (°) 0.20925 0.00236
mu 0.63513 0.02827
Chi? 462.472446
R? 0.99725

Convirtiendo y reemplazando los valores de Xc (13.47938°) y W (0.20925°=0.00365211 rad)
en la ecuacion de Williamson-Hall:

Briicosd = %’1 + 4esenb (11

(0.9)(0.1546)

(0.00365211). cos(13.47938) = ==

+ (4). (¢).sen(13.47938)
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El mismo procedimiento se aplica a los demas picos de la figura 12 (a), dando otras cinco
ecuaciones analogas a la anterior y correspondientes a los planos (200), (220), (311), (400) y
(331). Las ecuaciones se utilizaron para plotear el grafico de la figura 14, luego se ajusto los
puntos a una ecuacion lineal para obtener los valores del intercepto y pendiente.

0.0060 —
Equation y=a+bx
Residual Sum | 7.42339E-8 .
of Squares
0.0055 - | Adi. R-Square 097556
Value  Standard Error
Intercept 0.00199 207353E-4
Curve Slope 0.00152 10739764
0.0050
>
w
S
3 0.0045
0.0040 -
m Eq. W-Hi(i=1,2,34,56)
0.0035 Linear Fit
T T T T T T T T 1
0.8 1.0 12 14 1.6 1.8 20 22 24 26

4.Sen6

Figura 14. Ploteo Williamson-Hall de la fase Cu,Se.

La ecuacion de la recta resultante se expresa como:

Fase (hkl) 20 (°) p(rad) B*cos(O) 4*sen(O)
210 20.77532 0.00330 0.00325 0.72123

0.00199 + 101 25.0542  0.00327 0.00319 0.86761
200 27.87298 0.00332 0.00322 096338
111 28.73706 0.00338 0.00328 0.99263
210 3125084 0.00340 0.00328 1.07739
201 35.04784 0.00360 0.00344 1.20442
CusSe» 211 37.85352 0.00377 0.00356 1.29744
220 39.85598 0.00389 0.00365 1.36336
200 4235128 0.00405 0.00378 1.44491
111 44.8093 0.00415 0.00383 1.52458
210 4537992 0.00433 0.00399 1.54298
201 47.09582 0.00459 0.00421  1.59806
211 47.67942 0.00436 0.00398 1.61672
220 49.89848 0.00462 0.00419 1.68726
111 51.49134 0.00478 0.00430 1.73751
0.00152(X) (12)
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Relacionando los términos de las ecuaciones 11 y 12 se tiene:

K4 = 0.00199
5 =0
(0.9 * 0.1546nm)
———F = 0.00199
D
D =69.92nm 13)
€ =0.00152 (14)

Para el caso de la fase Cu3Se2 presente en 12 (b) se empled el mismo procedimiento ajustando
los picos y registrando los valores de 20 y P en la tabla 4. Estos datos son empleados para
plotear el grafico de la figura 15, obteniendo un D=64.79 nm y £=0.00117.

Tabla 4. Datos de los picos de la fase Cu,Se,.

Funcién PsdVoigtl
Parimetr Error
Valor o
L] estandar
Plano -
(111) Y, -3.0955 2.41503
X 26.95876 0.001
A 658.312 7.16997
Ww(E©) 0.20925 0.00236
mu 0.63513 0.02827
Chi? 262.47244
R* 0.99725

Convirtiendo y reemplazando los valores de Xc (13.47938°) y W (0.20925°=0.00365211 rad)
en la ecuacion de Williamson-Hall:

0.0044 - Equation y=a+bx
Residual Sum = 1.95716E-7
of Squares ]
0.0042 po Resauare — Value  StandardE rror i
Intercept 0.00215 1.37026E-4
Curve Slope 0.00117  1.01821E-4
0.0040
% 0.0038
[=]
<
-8
0.0036
0.0034 /
- ™ m Eq. W-Hi(i=1,2,3..15)
0.0032 /. Linear Fit
T T T T T T T T T
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4.8en6

Figura 15. Ploteo Williamson-Hall de la fase Cu,Se,.
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El tamafio del cristalito y la tension de la nanoestructura Cu,Se preparada por mecanosintesis
se realizo también por deconvolucion, ajustando con la funcion PsdVoigtl al pico
correspondiente al plano (220) de mayor intensidad presente en los difractogramas de las
muestras molidas a 1, 3, 6 y 12 horas mostrados en la figura 7. La figura 16 muestra el ajuste
del mencionado pico perteneciente a la muestra molida durante la primera hora, mientras la
tabla 5 presenta los valores respectivos de los parametros obtenidos.

— Peak (220) of Cuz2Se
1200 4 220)| __ peqvoigtiFit
1000 -

800

Intensity (a.u.)

400 4

200

Figura 16. Ajuste del pico (220) a 1 hora de molienda.

Tabla 5. Datos del pico (220).

Funcion PsdVoigtl
Parametro Valor Error estandar

Yo 356.76795 27.8568

Xe 44.14103 0.00636
Plano A 596.02138 119.38411
(220) w 0.83867 0.01909

mu -0.51872 0.53032
Chi? 1309.04184
R? 0.98386

Los datos de la tabla 5 se emplearon en la ecuacion de Scherrer:

0.9%1
- Bxcosb (15)

_ 0.9+0.15406
" 0.01463758+c05(22.070515)

D =9.7nm (16)
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Ademas, la tension en la nanoestructura se calcula mediante:
B = 4etand an
0.01463758 = 4etan(22.070515)

€ = 0.00902 (18)

Por lo tanto, el diametro promedio del cristalito calculado a la primera hora de molienda
fue de 9.7 nm y la tension de la nanoestructura 0.00902, el mismo método se emplea en los
demas difractogramas a las 3, 6 y 12 horas registrando los datos en la tabla 6. Una forma
de observar la evolucion del tamaiio de cristalito y la tension entre las particulas durante
cada intervalo de tiempo es utilizar los datos de la tabla 6 para realizar el grafico mostrado
en la figura 17 donde se aprecia que al término de las 12 horas de molienda mecanica, las
microtensiones de las nanoestructuras se incrementan conforme el tamafio del cristalito de la
nanoestructura formada decrece hasta los 8.5 nm.

Tabla 6. Parametros de las muestras molidas a 1,3, 6 y 12 horas.

Mecanosintesis (hkl) Tiempo (h) () B (rad) € D (nm)
1 22.0705 0.0146375 0.00902 9.7
Cus 20 3 22.0361 0.0158980 0.00982 8.9
12¢ 6 21.9995 0.0155771 0.00964 9.2
12 22.0336 0.0166859 0.01031 8.5
T T T T T T 98
0.0104 4 —A~— Microtensiones
~8~— Diametro promedio L o6
ooz . %
% 0.0100 o4 ‘;'
s 3
2 0.0098 9.2 £
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% ooos L a8 %
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Figura 17. Evolucion del tamaifio del cristalito y microtension de las muestras
molidas a 1, 3, 6 y 12 horas.

Estudio de la morfologia y composicién quimica de las muestras

La figura 18 pertenece a la MEB de la muestra producida por mecanosintesis después de
12 horas de molienda. La imagen a 300X en (a) presenta una vista general de la muestra, la
cual presenta fragmentos de diversos tamafios debido al continuo impacto ocurrido entre las
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villas y las particulas de polvo que son sometidas a procesos repetitivos de deformacion,
fractura y soldadura. Al aumentar la resolucion a 1600 y 2400X en (b) y (c) se observa mayor
separacion de las particulas por el acercamiento al tomar las imagenes, también se observa
con claridad la variedad de tamafios de los fragmentos y sus defectos superficiales, los cuales
son generadores de superficies quimicamente muy activas. Las grietas y fracturas evidencian
los efectos de la molienda mecanica de alta energia, estas imperfecciones se aprecian mejor
cuando se realiza un aumento de 3000X en (d).

Figura 18. Imagen MEB de las nanoestructuras Cu2Se producidas por mecanosintesis a
diferentes magnificaciones a) 300X; b) 1600X; ¢) 2400X; d) 3000X.

La composicion elemental de la muestra se realizd mediante el analisis EDS (Energy
Dispersive Spectroscopy) en la zona 1 de la figura 18 (b) y se observa en la figura 19, la
tabla 7 muestra la composicion quimica puntual. Los porcentajes atdbmicos mantienen
aproximadamente la relacion 2:1, valor que concuerda con la proporcion Cu:Se=2:1 utilizada
durante todo el proceso de molienda.
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200

Figura 19. Difractograma EDS de la zona 1 del MEB Cu,Se.

Tabla 7. Datos espectrales del EDS de la muestra Cu,Se.

Elemento Peso% Atéomico% Error% K Z
CuK 62.04 67.00 0.43 0.6647 1.0274
Se K 37.96 33.00 1.45 0.3376 0.9529

Las imagenes MEB que se observan en la figura 20 pertenecen a la muestra CuSe (B)
sintetizada mediante la técnica microondas. La imagen con un aumento de 300X en (a)
muestra en la superficie la formacioén de aglomerados de diferentes tamafios sefialados en
las zonas 1, 2, 3 y 4. Ellos son originados por la interaccion de las nanoparticulas que se
forman durante la etapa de crecimiento debido a la gran energia superficial y proximidad que
presentan. La siguiente imagen (b) aumentada 2400 X de la particula sefialada en la zona 3,
muestra como las pequefias formaciones esféricas se fueron aglomerando alrededor a ella.

Figura 20. Imagen MEB de la muestra CuSe (B) a dos aumentos a) 300X; b) 2400X.
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Un aumento de 2400 X sobre la zona 4 de la figura 20 (a) se aprecia en la figura 21, donde
se aprecia mejor como las particulas se encuentran dispersas en la superficie y siguen la
tendencia de aglomerarse, este efecto impide que en la superficie predominen particulas de
formas esféricas como las sefialadas en la misma figura con zonas circulares de color rojo.
Las imagenes mostradas con sus respectivas resoluciones son las maximas que se pudieron
alcanzar empleando el microscopio electronico de barrido FEI Quanta — 650, la Gnica forma
de encontrar algunas posibles imperfecciones y defectos superficiales es empleando la
microscopia electronica de transmision (TEM) lo cual no se hace en el pais, esta es una
herramienta mucho mas poderosa capaz de analizar a alta resolucion a nivel nano, para medir
el tamaiio de nano particulas, medicion del tamafio de grano, tamaiio de cristalito, disposicion
atomica en el material.

Figura 21. Imagen MEB de la muestra CuSe (B) sobre la zona 4 a 2400X.

Estudio de la energia de banda prohibida

La energia de banda prohibida directa del seleniuro de cobre se determiné indirectamente
empleando el analisis UV-Vis en la muestra CuSe (C), sintetizada mediante la técnica de
microondas donde se obtuvo solamente la fase Cul.8Se. Se prepar6 una serie de dispersiones
a diferentes concentraciones, luego de realizar las lecturas a todas las muestras estas
presentaron una banda de absorcion caracteristica entre 450 y 550 nm como se observa en
la figura 22.
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Figura 22. Imagen MEB de la muestra CuSe (B) sobre la zona 4 a 2400X.
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Cuando se realizé la medida de la absorbancia a la dispersion cuya concentracion fue de
0.243 mmol/L, aparecié una banda caracteristica de absorcion con una sefial mas débil del
semiconductor aproximadamente a 260 nm, la cual se visualiza al graficar el espectro de
absorcion que se muestra en la figura 23.
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Figura 23. Espectro UV-Vis de la dispersion a 0.243mol/L.

Los valores de las absorbancias obtenidas con sus respectivas longitudes de ondas del
espectro UV-vis presentes en la figura 23, se trasladan a hojas de célculo y se emplean para
realizar el ploteo de Tauc, graficando (AO*E)? vs (Eg) tal como se presenta en la figura 24.
Ademas, en la misma figura se traza una linea recta que pasa por la mayor cantidad de puntos
de la grafica, con la finalidad de ajustar los datos experimentales a la recta que intercepta a la
abscisa por lo tanto “Y” se hace cero y “X” proporciona el valor aproximado de Eg de 1.5 eV.

0 1 2 3
Eg(eV)

Figura 24. Ploteo de Tauc de la muestra CuSe (C).

De la misma forma, se realiza el analisis espectrofotométrico a la nanoestructura Cu2Se
sintetizada mediante mecanosintesis, la figura 25 presenta su espectro de absorcion UV-VIS
a una concentracion de 0.253 mmol/L, donde se observa una banda de absorcion méxima
aproximadamente a 340 nm. Las absorciones son usadas para el ploteo de Tauc, graficando
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(AO*E)2 vs (Eg) como en el caso anterior, donde la energia de banda prohibida directa se
obtiene al trazar una tangente sobre la curva cuyo intercepto con el eje de las abscisas arroja
como resultado un valor aproximado Eg de 1.75 eV (figura 26).
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Figura 25. Espectro UV-Vis de la muestra Cu,Se sintetizada por mecanosintesis.
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Figura 26. Ploteo de Tauc de la muestra Cu,Se.

Determinacion cualitativa de metales presentes en las muestras

El analisis de las muestras para detectar elementos en bajas concentraciones se realizd
mediante la fluorescencia de rayos X. El espectro FR-X de la muestra de seleniuro de cobre
producido por mecanosintesis se observa en la figura 27, notando la presencia de cuatro picos
preponderantes correspondientes a los elementos cobre y selenio.
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Figura 27. Espectro FR-X de la muestra Cu2Se.

En la figura 28 se presenta una vista parcial del espectro FR-X, donde la region energética
aproximada de analisis fue de 6 a 13 KeV, es la zona de mayor importancia para el
presente estudio, pues aqui se encuentran las energias de emision de los elementos mas
abundantes, como el cobre, cuyas bandas espectrales se encuentran en las zonas de energias
correspondientes a la capa Ka acopladas (KL2 = 8.028 y KL3 = 8,048 KeV) y la capa Kb
(KM2 = 8,905 KeV). El segundo elemento en mayor proporcion corresponde al selenio
con la capa Ka (KL2 =11.182 y KL3 = 11.222 KeV) y la capa Kb (KM3 = 12.494 y KN3 =
12.652 KeV). También se aprecia la presencia de Argon en buena proporcion en respuesta
a la radiacion asociada al material entre la muestra y el equipo (aire); ademas, la presencia
de trazas de aluminio, hierro, niquel, zinc, cloro y azufre en muy baja proporcion respecto a
los metales presentes debido al contacto de los reactivos con los materiales utilizados en el
proceso de molienda mecéanica.

Se Kb,

10 12

6 8
Energy (Kev)

Figura 28. Espectro FRX completo del Cu,Se utilizando el programa PyMca.

Las siguientes muestras analizadas de seleniuro de cobre corresponden a las sintetizadas
por la via microondas, el espectro FR-X de la muestra CuSe (A) se muestra en la figura 29,
donde se indican los principales elementos identificados como el cobre, selenio y azufre. La
presencia de este ultimo elemento se debe al compuesto Na, SO, que es el agente reductor
utilizado en todas las sintesis via microondas.
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Figura 29. Espectro FRX de la muestra CuSe(A).

CONCLUSIONES

Se sintetizaron nanoestructuras de seleniuro de cobre mediante las técnicas microondas y
mecanosintesis. En la muestra CuSe(A) con una proporcion Cu:Se=2:1, se formaron las
fases Cu,Se, + Cu,Se, en el CuSe(B) con una proporcion Cu:Se=2:1 se genera la mezcla de
fases Cu,Se, + Cu, Se y solo aparece una unica fase de Cu, Se en CuSe(C) al emplear la
proporcion Cu:Se=3:2. Por lo tanto, la proporcion Cu:Se empleada en los tres experimentos
tiene un efecto significativo en la formacion de las fases de seleniuro de cobre. La técnica
microondas permitié obtener nanoestructuras solamente con fases de seleniuro de cobre
sin impurezas, lo cual hace que sea la técnica mas adecuada para la fabricacion de celdas
solares, no se recomendaria emplear la mecanosintesis para producir seleniuro de cobre ya
que se obtuvo una fase ajena impura de 6xido de cobre y trazas de metales que solo se
pudieron detectar mediante el andlisis FR-X. La morfologia superficial de las estructuras de
seleniuro de cobre, dependen del método empleado para sintetizarlas, el incremento de las
imperfecciones y defectos superficiales del Cu,Se producido por la molienda de alta energia
facilitaria el dopaje para la produccion de materiales mas complejos y con otros usos. La
banda de energia prohibida directa obtenida de las muestras producidas por ambas técnicas
de sintesis se encuentra entre 1 y 2 eV, por lo tanto, estos materiales pueden ser utilizados
para fabricar células solares?.
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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la sintesis de nanoparticulas de cobre (NPs Cu) por el
método de poliol asistido via microondas (MW), a partir del precursor acetato de cobre
sintetizado, Cu(Ac),. El precursor se sintetiz6 usando la técnica Schlenk con calentamiento
convencional bajo reflujo en un tiempo mayor a 8 horas. Los reactivos que se utilizaron
para preparar las NPs Cu fueron el Etilenglicol (EG) como solvente, polivinilpirrolidona
(PVP) como agente dispersante, acido ascorbico (AA) y acido citrico (AC) como agentes
reductores. El proceso de sintesis se realiz6 en un horno MW adaptado para sintesis quimica.
Se evaluo tres variables para observar la influencia en el tamafio de las nanoparticulas, tales
como la relacion molar AA/Cu(Ac)2, el peso molecular del PVP de 10KD, 40KD y el tipo de
procedimiento. Tanto el precursor como las NPs Cu se caracterizaron con las técnicas UV-
Vis, DRX FTIR-ATR y FRX. Finalmente, se realizé la deconvolucion del plasmén superficial
caracteristico de las NPs Cu espectro UV- Vis y mediante el analisis factorial se estim6 las
tendencias del tamafio de grano a partir de la longitud de onda y el ancho de banda de las
funciones resultantes de la deconvolucion.

Palabras clave: Nanoparticulas de cobre, acetato de cobre, poliol, microondas, deconvolucion,
analisis factorial.
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF COPPER
NANOPARTICLES (Cu NPs) BY METHOD POLIOL ASSISTED VIA
MICROWAVE (MW)

ABSTRACT

This paper describes the synthesis of copper nanoparticles (Cu NPs) by the microwave-
assisted polyol method (MW) from a synthesized copper acetate precursor, Cu(Ac),. The
precursor was synthesized using the Schlenk with technique conventional heating under
reflux in a time greater than 8 hours. The reagents that were used to prepare Cu NPs were
Ethylene glycol (EG) as solvent, polyvinylpyrrolidone (PVP) as dispersing agent, ascorbic
acid (AA) and citric acid (AC) as reducing agents. The synthesis process was carried out in
an MW furnace adapted for chemical synthesis. Three variables were evaluated to observe
the influence on the size of the nanoparticles, such as the AA/ Cu(Ac)2 mole ratio, the
molecular weight of the PVP 10KD, 40KD and the type of procedure. The Precursor and
the Cu NPs were characterized with UV-Vis, DRX FTIR-ATR and FRX techniques. Finally,
the deconvolution of surface plasmon characteristic of the Cu NPs in the UV-Vis spectrum
was performed and, by means of factorial analysis, grain size trends were estimated from
wavelength and bandwidth of the resulting functions of the deconvolution.

Key words: Copper nanoparticles, copper acetate, polyol, microwave, deconvolution, factor
analysis.

INTRODUCCION

Las nanoparticulas de cobre (NPs Cu) han atraido un gran interés durante los ultimos afios
debido a sus caracteristicas y excelentes propiedades fisicas y quimicas que se diferencian
de las particulas de mayor tamafo. Las propiedades mejoradas son producto del tamafio
nanométrico, la morfologia de la superficie y el area superficial, debido al efecto del
confinamiento cuantico. En el area de la catalisis heterogénea se utiliza con mayor frecuencia
como catalizadores en la electrorremediacion de aguas contaminadas y en la desintoxicacion
de gases'. En la electronica como electrodos, lineas conductoras y tintas de impresion en la
microfabricacion de conductores?. Por otro lado, se han considerado como una alternativa
de las nanoparticulas de oro (NPs Au), de plata (NPs Ag) y de platino (NPs Pt)*, teniendo en
cuenta al cobre metalico que es un material mas rentable.

El método de poliol se utiliza para sintetizar nanoparticulas de diferentes metales consiste de
manera general en utilizar un poliol como solvente y agente dispersante, siendo este uno de
los métodos mas utilizados en la sintesis quimica de NPs Cu. Yu y su equipo*, sintetizaron
NPs Cu con tamafio de particula entre 5-10nm mediante el método Poliol, utilizando agua
y EG como solventes, AA como agente antioxidante y reductor y PVP como controlador

Rev Soc Quim Peru. 86(4) 2020



414 Aldo Javier Guzmdan Duxtan, Joel Claudio Rengifo Maravi, Jezabel Milagros Echevarria Murioz

de tamafio y agente dispersante. Zhang® prepar6 NPs Cu estables con un tamafio promedio
entre 1,4+0,6nm a 3,1+0,5nm y con una morfologia esferoidal sintetizada a temperatura del
ambiente, utilizando EG, NaBH, como agente reductor con un copolimero de etileno en
medio alcalino y PVP; determinando que el aumento de la relacion Precursor/PVP disminuye
el tamano de las NPs. Chum® a diferencia de los antecedentes anteriores utilizaron como
intermediario un complejo PVP-Cu™ que luego fue reducido por NaBH, formando las
NPs Cu entre 9-33nm que se aplicaron en tintas conductoras. Planteé que la formacion del
complejo PVP-Cu*! favorecio la dispersion de las nanoparticulas, disminuyendo la velocidad
de crecimiento de las NPs Cu.

El método del poliol también se puede utilizar mediante el calentamiento MW. Blosi’, planted
la preparacion de NPs Cu a partir de acetato de Cu monohidratado, EG, PVP y AA; mediante
el calentamiento via MW, determind la influencia de los pardmetros como la relacion
molar del agente reductor/precursor, temperatura y el orden de adiccion de los reactivos en
la optimizacion del proceso, obteniendo NPsCu de 46 = 9 nm. En cambio, Kawasaki y su
equipo®, sintetizaron nanoclusters Cu sin la adicion de un agente reductor fuerte y agente
protector; se realizd a partir de cloruro de cobre, EG y NaOH con calentamiento via MW en
atmosfera de nitrogeno. Nikkam’, utiliz6 un reactor MW, utiliz6 acetato de Cu monohidratado
como precursor, EG, PVP y AA, mediante este procedimiento se obtuvieron NPs Cu esféricas
con un tamafio de particula entre 75 £ 25 nm. De forma similar Nishioka y su equipo'’,
sintetizaron NPs Cu de un tamafio de 63nm, a partir de acetato de cobre, EG y PVP, llevandolo
a cabo en un reactor en flujo con MW. A diferencia del grupo de investigacion de Raspolli'!,
que sintetizaron NPs Cu en ausencia de un agente estabilizante, partieron de acetato de cobre,
pero utilizaron al etanol como solvente, AA como agente reductor y NaOH, llevando a cabo
la reaccidn en un reactor MW; las NPs Cu obtenidas tuvieron un menor tamano 8,7+3,9nm.
Por tanto, se deduce que, el método de poliol asistido via MW también permite obtener NPs
Cu con una baja distribucion de tamafio de particula y con una morfologia controlada, siendo
mas eficiente con respecto al calentamiento convencional, ya que se acelera la reaccion
quimica, obteniendo el producto en un menor tiempo.

En este trabajo se sintetizo NPs Cu por el método poliol asistido via MW y se evaluo la
influencia del tipo de procedimiento a seguir, la relacion molar de agente reductor/precursor
de cobre (AA/Cu(Ac)2), y el peso molecular del PVP, para identificar las condiciones 6ptimas
de sintesis mediante la deconvolucion de los espectros UV-Vis y el analisis factorial. Las NPs
Cu se caracterizaron mediante las técnicas UV-VIS, DRX y FRX.

PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos

Acido acético glacial (Merck Millipore), anhidrido acético (Merck Millipore), Cu(Ac),
(sintetizado en el laboratorio con 99 % de pureza), EG (Merck Millipore), AA (Sigma
Aldrich), AC (Sigma Aldrich), PVP de 10KD y 40KD (Sigma Aldrich), 6xido cuprico
(sintetizado en el laboratorio con 99 % de pureza).
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Materiales

Balones de 250mL, tubos Schlenk de 100ml, linea Schlenk para aplicaciones en atmosfera
controlada y vacia, filtros Schlenk para atmosfera inerte, columnas refrigerantes de tipo
serpentin y Liebig, dos trampas para gases (con silicona liquida) con conexion a sistema de
reflujo, sistema para flujo de nitrégeno (cilindro de nitrogeno 5,0, valvulas y mangueras).

Equipos

Horno MW (SAMSUNG) adaptado para sintesis quimica modelo AMW784S, bomba de
vacio (Vacuubrand) modelo RZ 2,5, dos agitadores magnéticos (AREX), balanza analitica
(Kern) modelo AB120-4, equipo de ultrasonido modelo GE 600.

Sintesis del precursor Cu(Ac),

Primeramente, se calculd la masa del 6xido cuprico, los volimenes del acido acético y
anhidrido acético, utilizando un exceso de acido acético respecto a la cantidad de moles del
oxido cuprico y la relacion entre el acido acético y anhidrido acético fue (1:1). Luego, para
la reaccion, se armo el sistema Schlenk conectado a reflujo, los reactivos se colocaron en un
balon, luego se mantuvo a agitacion constante y se calent6 a través de un bafio de silicona a
una temperatura de 150°C por un tiempo mayor a 8 horas bajo una atmoésfera inerte. Después
se filtro la solucion obtenida en un sistema de filtracion Schlenk que permiti6 la trasferencia
y separacion del complejo anhidro de Cu(Ac)2 en una atmosfera inerte. A continuacion, este
producto fue lavado con éter etilico para arrastrar al solvente organico y se dejé a presion
reducida por una hora, para extraer al solvente remante.

Figura 1. Imagenes del sistema Schlenk para la preparacion de Cu(Ac),.

Sintesis de NPs Cu:

Para un mejor disefio experimental se realizé el analisis factorial, las variables a analizar en
la sintesis fueron la relacion molar del AA/Cu(Ac)2 de 2,5 o 7,5, el peso molecular del PVP
de 10KD o0 40KD vy el tipo de procedimiento A o B; siendo el numero de factores de tres,
analizando para dos niveles por cada factor el nimero de experimentos es de 23, es decir,
ocho. En las tablas 1 y 2 se detallan las condiciones de estos experimentos.
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En el procedimiento A el precursor Cu(Ac), se agregd antes del calentamiento y el AA
después de 3 min. Mientras que en el procedimiento B, se agregaron de manera inversa, el
AA fue el que se agrego antes y el precursor después.

Procedimiento A:

Se disolvio 0,0412g de Cu(Ac)2 en 10mL de EG por ultrasonido y por separado 0,4515¢g
de PVP en 10mL de EG. Luego se procedié a mezclar las dos soluciones en un balén con
agitacion a 500 rpm durante 15 min. Por otro lado, se disolvio 0,10g de AA en 10mL de EG
por ultrasonido y cuya relacion molar con Cu(Ac), fue 2,5 (y para que la relacion molar sea
7,5 se peso 0,3g), luego se vertio a un embudo Schlenk, paralelamente se disolvio 0,12g de
AC en 10mL de EG y se verti6 a otro embudo Schlenk. El balon que contiene la solucion del
precursor metalico y PVP en EG, se coloco dentro del horno MW (figura 2) y se calent6 con
reflujo constante en un tiempo total de 10 min a una potencia de 10 % de ciclo de irradiacion.
El AA se vertio gota a gota después de 3 min de haber iniciado el calentamiento y el AC
después de 7 min, a través de los respectivos embudos Schlenk, el volumen total de EG fue
50mL. El color rojo-pardo de la solucion resultante evidencio la formacion de las NPs Cu
(figura 3).

Procedimiento B:

Es similar al procedimiento anterior, con la diferencia de que inicialmente se vertio la solucion
de AA y no el precursor metalico. Después de 3 min de haber iniciado el calentamiento en
lugar de afiadir AA se agreg6 el precursor metalico. Las cantidades y proporciones fueron
las mismas.

Figura 2. Microondas adaptado para sintesis quimica.
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Figura 3. Solucion de NPs Cu sintetizadas (color rojo-pardo).

Tabla 1. Datos de las condiciones de sintesis de las NPs Cu.

Condiciones Al A2 A3 A4 B.1 B.2 B.3 B.4
Cu(Ac): (mM) 5,67 5,67 567 567 567 567 567 567
PVP (mM) 99,9 999 249 249 999 999 249 249
AA (mM) 142 426 142 42,6 142 426 142 426
AC (Mm) 143 143 143 143 143 143 143 14,3

PVP (KD) 10 10 40 40 10 10 40 40
Relacion molar AA/Cu(Ac), 2,5 7,5 2,5 7,5 2,5 7,5 2,5 7,5
pH resultante 4.5 4 4.5 4 5 4.5 5 4,5

Para cada uno de los procedimientos, los ensayos 1 y 3 se diferenciaron de los ensayos 2
y 4 por la cantidad afiadida de AA y por consiguiente también en la relacion molar de AA/
Cu(Ac),. Mientras que los ensayos 1y 2 se diferenciaron de los ensayos 3 y 4, en el tipo de
PVP utilizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

El precursor acetato de cobre cumple un efecto estabilizante en la sintesis de las NPs Cu,
ya que los iones carboxilatos también estabilizan y se adhieren a la superficie de las NPs
Cu, teniendo un efecto similar al PVP, AA y AC? Dentro de los carboxilatos cobre el mas
utilizado es el acetato de cobre, este puede estar de forma anhidra o hidrata, el mas comercial
es la forma hidratada. Sin embargo, en el mecanismo de las NPs Cu se forma la fase de 6xido
de cobre (Cu,0) que es un intermediario', esta fase se puede favorecer en la sintesis si hay
presencia de agua, por lo que se trabajé con Cu(Ac2) anhidro.

En la formacion de las NPs Cu segtn los reactivos utilizados y los antecedentes, inicia cuando
el Cu(Ac), se disuelve formando los iones Ac-y Cu*, luego este tiltimo reacciona con AA
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reduciéndose primero a Cu*' formandose nanoparticulas de Cu20 que tiene un color amarillo,
posteriormente el AA sigue reduciendo al Cu,0 formando NPs Cu metélicas’, ademas AA se
oxida formando al 4cido desoxiascorbico. Cuando hay un mayor exceso de AA se favorecera
velocidad de nucleacion sobre la velocidad de crecimiento, por lo que obtendra NPs Cu de
menor tamano’. Por otro lado, cuando se realiza la sintesis de NPs Cu en pH acido se favorece
la fase metalica de Cu sobre la fase Cu,O.

Caracterizacion del precursor Cu(Ac)2

Difraccién de rayos X (DRX)

En la figura 4 se observa el difractograma de Rayos X del Cu(Ac),, los picos caracteristicos se
presentan en los angulos 20=11,24; 11,96; 14,76 y al compararlo con los patrones estandares
obtenidos de la base de datos (PDF: 27-1126), se confirm¢ la estructura monoclinica del
Cu(Ac),.
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Figura 4. Difractograma del precursor Cu(Ac),.

Espectroscopia FTIR-ATR

Se caracterizo6 al precursor Cu(Ac), mediante la t€cnica espectroscopica FTIR-ATR. Segun
Bellamy!'?, las bandas de absorcion del grupo carbonilo (C=0) a 1.730cm™ y del grupo C-O
entre 1225-1268cm™ en las sales que provenientes de acidos carboxilicos fuertes, estas
bandas que se encuentran comtinmente en la region de los dcidos y ésteres desaparecen y
son reemplazadas por otras dos bandas correspondientes al grupo -COOQO, - (asimétrico) entre
1610-1550cm™ y al -COO - (simétrico) entre 1300-1420cm™. Porque se produce la resonancia
de la ionizacion del grupo carboxilato. La presencia del grupo carboxilato del Cu(Ac),
en el espectro IR (figura 5) se confirma con la presencia de las dos bandas mencionadas
anteriormente.
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Figura 5. Espectro FTIR-ATR del precursor Cu(Ac),.

Caracterizacion de las NPs Cu

Espectroscopia UV-VIS

Los espectros UV-Vis de las NPs Cu, sintetizadas mediante los procedimientos A y
B, se muestran en las figuras 7 y 8, ademas las respectivas longitudes de onda maximas
experimentales del plasmon superficial se observan en la tabla 2, esto confirma la presencia
de las NPs Cu. De estos en los experimentos A1, A2, A4, B1, B2 y B4 se observa claramente
el plasmoén superficial de las NPs Cu, mientras que en el experimento B3 la banda del plasmén
es mas ancha y en el experimento A.3 apenas se observa. Por consiguiente, las NPs Cu
mencionadas en primeros experimentos tienen un menor tamafio de particula que las sintesis
A3y B3. Esto se debe a que en estas sintesis se utiliz6 una relacion molar de AA/Cu(Ac), de
2,5 y el PVP utilizado fue 10KD. Ya que cuando la relacion molar de AA/Cu(Ac)2 es mayor
oigual a 5 se favorece mas la reduccion de los iones Cu*? produciendo NPs Cu, favoreciendo
la velocidad de nucleacion sobre la velocidad de crecimiento por el método del poliol’-'>.
Adicionalmente, en las sintesis se utiliza el PVP de 40KD que a pesar de tener un mayor peso
molecular que el PVP de 10KD, como se trabaja con el mismo peso hay cuatro veces menos
PVP, por lo que el efecto dispersante sera menor. Y de estos dos experimentos el de A3 esta
menos favorecido debido a que en el método A cuando se agrega gota a gota sobre la solucion
de Cu(Ac)2 a la solucidon de AA en la reaccion, al inicio el Cu(Ac)2 a diferencia del método
Aen el que AA en todo momento esta en exceso durante la reaccion. Estos efectos explicados
son sinérgicos, pero de manera desfavorables para los experimentos A3 y B3.
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Tabla 2. Longitudes de onda de las bandas de plasmon experimentales (exp.) y

calculadas (cal.) y FWHM de las NPs Cu sintetizadas.
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Condiciones Al A2 A3 A4 B.1 B.2 B.3 B.4
Cu(Ac), (mM) 567 567 567 567 567 567 567 567
PVP (mM) 99,9 99,9 249 249 999 999 249 249
AA (mM) 142 426 142 42,6 142 426 142 42,6
AC (Mm) 143 143 143 143 143 143 143 143
PVP (KD) 100 10 40 40 10 10 40 40
Relacion molar AA/Cu(Ac), 2,5 7,5 2,5 7,5 2,5 7,5 2,5 7,5
pH resultante 4.5 4 4.5 4 5 4.5 5 4.5
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Figura 6. Espectro UV-Vis de las NPs Cu sintetizadas mediante los ensayos del
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Figura 7. Espectro UV-Vis de las NPs Cu sintetizadas mediante los ensayos del
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Deconvolucion de los espectros UV-Vis.

A cada uno de los espectros UV-Vis se les realizo la deconvolucion en la region comprendida
entre 520-640nm dentro del cual se encuentra la banda del plasmon caracteristico de NPs
Cu. Se utilizaron funciones del tipo gaussiana que son las mas apropiadas segin Pekian'* y
estas representan las NPs Cu con tamafios similares. La funcion gaussiana de mayor tamaiio
es la principal, porque esta representa al grupo de NPs mayoritaria que hay muestra. Las
longitudes de onda maxima calculadas y el ancho de banda de base media (abreviada en
ingles FWHM) calculadas de las gaussianas principales, se detallan en la tabla 2. Todas las
deconvoluciones se realizaron con un Chi cuadrado reducido menor a 3,00x107, (suma de las
gaussianas 1, 2 y 3). En las figuras 9 y 10 se muestran las bandas del espectro experimental
de los procedimientos A.1 y B.1, respectivamente, la suma de las funciones y las funciones
que conforman la gaussiana acumulada. Las deconvoluciones se realizaron con el programa
Origin Pro 9.0.

Las NPs Cu que tienen un menor FWHM nos indica que las NPs tienen un menor tamaiio
de particula'®. Ademas, Blosi’, comprobd experimentalmente que cuando el tamafio de la
NPs particula es mas pequefio, el plasmon de Cu® tiene un desplazamiento hipsocromico, y
cuando el tamafio de la particula es mas grande tiene un desplazamiento batocrémico.

Como se observa en la tabla 2, en la longitud de banda del plasmon experimental hay un
desplazamiento batocromico de las muestras A.3 y A.4 asi como en B3 y B4. Pero cuando se
analizas la longitud de la banda del plasmon calculado y FWHM calculados, las muestras que
tienen un mayor desplazamiento batocromico y un mayor FWHM son las muestras A3 y B3
para los procedimientos A y procedimiento B. Por los que estas muestras de NPs Cu serian
las que tiene un mayor tamaflo de particula, concordando estos resultados con el analisis
cualitativo de los espectros UV-Vis de las NPs Cu en la anterior seccion.
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Figura 8. Deconvolucion del espectro UV-Vis de NPs Cu sintetizadas por el
procedimiento A.1.
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Figura 9. Deconvolucion del espectro UV-Vis de NPs Cu sintetizadas por el
procedimiento B.1.

Analisis factorial

En el analisis factorial se realizdé para dos niveles y tres factores como se detallo en el
procedimiento experimental y se evaluaron sus efectos sobre el ancho de banda de base
media (FWHM) calculada y la longitud de onda méaxima (Amax) calculada. Los resultados de
los efectos principales del analisis factorial se muestran en las figuras 10 y 11.

En estas figuras se observa que el procedimiento B en comparacion con el procedimiento A
favorece la formacion de NPs Cu de menor tamaiio, ya que el FWHM es menor y la longitud
de onda maxima tiene menores valores, es decir, hay un desplazamiento hipsocrémico. Esto
es debido a que en la sintesis la solucion de PVP y Cu(Ac)2 se agrega sobre la solucion de
AA, por lo que el AA desde el inicio de la reaccion esta en exceso.

Como se menciond anteriormente cuando se trabaja con un mimo peso el PVP de 10KD
tiene un mayor efecto dispersante que el PVP de 40KD, en la figura 10 esto se demuestra en
las figuras 11 y 12 donde el PVP de 10KD favorecen una menor longitud del plasmon y un
menor FWHM.

En los antecedentes de sintesis tipo poliol”!*, mencionaron que la relacion molar de AA/
Cu(Ac),, al ser mayor o igual a 5, favorece la formacion de particulas de menor tamafio. En la
figura 10 se observa que el FWHM es menor cuando la relacion molar es de 7,5 en la sintesis,
pero la influencian de la longitud del plasmon es casi igual para ambas relaciones molares.
Por lo que la influencia en las relaciones molares no es tan significativa como en el caso de
los métodos de sintesis de poliol, mediante calentamiento MW a diferencia del método del
poliol por calentamiento convencional.
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Figura 10. Diagrama de efectos principales para la variable de repuesta FWHM.
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Figura 11. Diagrama de efectos principales para la variable de repuesta A max.

El analisis factorial se realizé con el programa Minitab 16.

Difraccion de rayos X (DRX)

En la figura 12, se observa el difractograma de las NPs Cu para una de las muestras
sintetizadas, los picos de difraccion con intensidades fuertes aparecen en angulos de 26 =
43,37 y 50,5; correspondientes a los planos (111) y (200) de la estructura ctibica centrada
en las caras (fcc). Los dos picos de difraccion concuerdan con dos de las tres sefiales del
patréon estandar de cobre (pdf numero 4-836). El tercer pico perteneciente al plano (220) no
se observa, debido a la baja intensidad, siendo eliminado en el refinamiento de la linea base.
Con los picos mencionados se confirmo la fase de metalica de las NPs Cu.

Rev Soc Quim Peru. 86(4) 2020



424 Aldo Javier Guzmdan Duxtan, Joel Claudio Rengifo Maravi, Jezabel Milagros Echevarria Murioz

12000
433
10000
8000
°
©
a2,
2 6000 50.5
8]
£
4000 ’
2000
04 I | " S | e S
T T T T T T
30 40 50 60 70 80
2 Tetha

Figura 12. Difractograma de las NPs Cu sintetizadas.

El tamafio promedio de grano de las NPs Cu se calculé mediante la ecuacion Debye-Scherrer
y fue de 43,9nm, confirmandose la presencia de NPs Cu.

Dispersion de luz dinamica (DLS)

En la figura 13 se observa el resultado de la caracterizacion por DLS de una muestra de
las NPs Cu. El tamafio medio de las NPs Cu fue 90.9nm y de esta manera se confirmé
la dimension nanométrica de las particulas. Ademas, se observo dos distribuciones de NPs
formadas en la muestra. El tamafio medio hallado por DLS es mayor del calculado por DRX
porque considera el tamafio del radio hidrodinamico de la NPs. El PVP al adherirse a las
NPs incrementa el radio hidrodindamico de las nanoparticulas y por consiguiente aumenta el
tamafio medio hallado por DLS.

[Jul 24, 2015_16:16:34]
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Polydispersity: 0255
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Figura 13. Imagen del resultado del software del DLS.
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Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las imagenes del SEM de las NPs Cu se observan en la figura 14, ambas imagenes
pertenecen a la misma muestra con diferentes aumentos, se observa algunas de mayor y
otras de menor tamafio, debido a que algunas NPs Cu se han aglomerado formando NPs
secundarias mas grande, esto se debe a que en la medicion de la muestra con el equipo
SEM fueron realizada tres meses después de la sintesis, dando tiempo a un mayor efecto del
fenémeno de coalescencia. La morfologia de estas particulas es diversa. La medicion de la
muestra se realizé en el solvente original, donde las nanoparticulas estan en una suspension
de etilenglicol, por lo que se utilizé el modo ambiental, no se pudo realizar mediciones a
mayores aumentos, ya que en el modo ambiental no se ejerce una mayor presion de vacio, ya
que los electrones necesitan un alto vacio para mejorar la resolucion.

WD Mag HV R —1 L] 11| —— WD Mag HV Det
10.0 mm 3000 30. Quanta200-MyAP S, 2 10.0 mm 6000x30.0 kV SSD

Figura 14. Imagenes SEM de las NPsCu: a 3000 de aumento (izquierda), a 600 de
aumento (derecha).

CONCLUSIONES

Los resultados indicaron que se logrd sintetizar NPs Cu con los métodos mostrados,
observando el plasmon caracteristico en el espectro UV-Vis. El resultado del tamaiio de
grano por DRX, de una de las muestras, fue de 44nm y el tamafio del radio hidrodindmico
por DLS fue de 90.9nm confirmando la presencia de NPs Cu. En la evaluacién de los dos
procedimientos de sintesis (A y B), en ambos se obtuvieron NPs Cu, pero el procedimiento
B fue mejor que el procedimiento A pues las NPs Cu sintetizadas tuvieron menor tamaio,
lo cual fue demostrado mediante la deconvoluciéon de los espectros UV-Vis y el andlisis
factorial. Con el mismo criterio también se determind que para un mismo peso de PVP las
sintesis de nanoparticulas de cobre se favorecen cuando el peso molecular del PVP es menor
que fue de 10KD.
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TRATAMIENTO FISICOQUIMICO DE LOS EFLUENTES DEL
PROCESO DE LAVADO DE LANA EN UNA INDUSTRIA TEXTIL
DE AREQUIPA

Maria Ofelia Guillén Zevallos™, Virginia Pérez Murillo?, Tania Quispe Carrizales?,
Maria Elena Talavera Nufiez?, Flora Elsa Huaman Paredes®

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el tratamiento fisicoquimico de los efluentes de
lavado de lana provenientes de una industria textil de la ciudad de Arequipa con la finalidad
de cumplir con los Valores Maximos Admisibles (VMA), utilizando como coagulante
tricloruro férrico al 40 % y floculante polimero MT-FLOC 4299 al 0,1 %. Se caracterizo fisica
y quimicamente el efluente al inicio y al final del tratamiento, midiendo pH, temperatura,
demanda bioquimica de oxigeno (DBOS), demanda quimica de oxigeno (DQO), so6lidos
totales suspendidos (TSS), aceites y grasas, sulfatos, sulfuros, nitrégeno amoniacal, cianuro
total, cromo hexavalente y turbidez. Para determinar las dosis optimas de coagulante y
floculante se realizaron tres tratamientos utilizando un equipo de jarras (Jar-test) a 50, 200
y 40 rpm. El tiempo de sedimentacion fue de 10 minutos. Los rangos de turbidez inicial
oscilaron entre 200 y 800 NTU obteniéndose una remocion del 89 % en relacion a la turbidez
promedio de 526,96 NTU. La mejor dosis aplicada al efluente fue 200 mg/L de tricloruro
férrico y 0,8 mg/L del floculante polimero cationico MT-FLOC 4299. Los parametros de
remocion de contaminantes fueron: 84,97 % aceites y grasas; 82,55 % demanda bioquimica
de oxigeno; 79,36 % demanda quimica de oxigeno; 99,60 % soélidos totales suspendidos;
96,67 % solidos sedimentables y 75,65 % cianuro total, cumpliendo asi con la Normativa
Peruana, por lo que es factible aplicar el tratamiento a mayor escala.

Palabras clave: Coagulacion, floculacion, agua residual, textil, lavado de lana.
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PHYSICOCHEMICAL TREATMENT OF THE EFFLUENTS OF
THE WOOL WASHING PROCESS IN A TEXTILE INDUSTRY OR
AREQUIPA

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the physicochemical treatment of wool washing
effluents from a textile industry in the city of Arequipa in order to comply with the Maximum
Admissible Values (VMA), using 40% ferric trichloride as coagulant and 0,1% MT-FLOC
4299 polymer flocculant. The effluent was physically and chemically characterized at the
beginning and at the end of the treatment, measuring pH, temperature, Biochemical Oxygen
Demand (BOD), Chemical Oxygen Demand (COD), total suspended solids (TSS), oils and
fats, sulfates, ilosulphides, ammoniacal nitrogen, total cyanide, hexavalent chromium and
turbidity. To determine the optimal doses of coagulant and flocculent, three treatments were
done using a jug set at 50, 200 and 40 rpm. The sedimentation time of the floc was 10 minutes.
The initial turbidity ranges oscillated between 200 and 800 NTU, obtaining a removal of 89
% in relation to the average turbidity of 526.96 NTU. The best dose applied to the effluent
was 200 mg/L of ferric trichloride and 0,8 mg/L of the cationic polymer flocculent MT-
FLOC 4299. The contaminant removal parameters were: 84,97 % oils and fats; 82,55 %
Biochemical Oxygen Demand; 79,36 % Chemical Oxygen Demand; 99,60 % suspended
total solids; 96,67 % settleable solids and 75,65% total cyanide, thus complying with the
Peruvian Regulations, so it is feasible to apply the treatment on a larger scale.

Key words: Coagulation, flocculation, wastewater, textile, wool washing.

INTRODUCCION

Muchas son las industrias que generan aguas residuales que afectan la calidad del agua.
Una de ellas es la industria textil de la ciudad de Arequipa, que en su proceso de lavado
genera aguas residuales que contienen alto contenido de materia organica y sales inorganicas,
asi como elevada DBOS5 (demanda bioquimica de oxigeno), DQO (demanda quimica de
oxigeno), grasas, sulfuros, y otros que dafian el sistema de alcantarillado, canales de regadio,
generando riesgo potencial a la salud de las personas si se vierten sin tratamiento alguno'.

El efluente textil es uno de los tipos de aguas residuales mas peligrosas para el medio
ambiente y la salud humana cuando se descarga sin el tratamiento adecuado®. Esta industria
consume grandes volimenes de agua, aproximadamente 100 litros de agua por kilogramo de
tela tenida®*.

Una de las alternativas para la mitigacion de los efluentes de la industria textil de lana es
la aplicacion de tratamientos efectivos de bajo coste. El tratamiento fisicoquimico de
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coagulacion-floculacion es un método alternativo frente a otros tratamientos que generan
mayores gastos a las empresas, elevando los costos de produccion en el tratamiento de sus
aguas residuales®*.

Enriquez’, planteé una tecnologia combinada de tratamiento anaerobio usando un reactor
anaerobio de flujo ascendente y un reactor insuflado con aire, para tratar aguas procedentes
del lavado de lana de oveja de la industria textil. Luego de combinar los dos tratamientos se
obtuvieron porcentajes de remocion de 87,05 % demanda bioquimica de oxigeno DBOS;
85,04 % demanda quimica de oxigeno DQO; 88,52 % solidos totales suspendidos SST 'y 89,75
% aceites y grasas, cumpliendo con la normativa de la descarga de efluentes industriales. Se
estudio el tratamiento de aguas residuales textiles a escala de laboratorio con los procesos:
coagulacion-floculacion, bioldgico anaerobio y bioldgico aerobio, teniendo como resultado
una remocion de mas del 50 % de los parametros de DQO total, DQO soluble, DBOS y color.
Se observo que el coagulante Roquat-ATR produce una mejora en la eliminacion de DQO,
color y turbidez frente al cloruro ferroso®.

En la ciudad de Arequipa la mayoria de empresas de la industria textil no realizan el
tratamiento adecuado a sus efluentes, motivo por el cual nuestro objetivo para la presente
investigacion fue evaluar el tratamiento fisicoquimico de los efluentes de lavado de lana
provenientes de una industria textil de la ciudad de Arequipa con la finalidad de cumplir con
los valores maximos admisibles (VMA) utilizando coagulante tricloruro férrico al 40 % y
floculante polimero MT-FLOC 4299 al 0,1 %.

PARTE EXPERIMENTAL

Muestras de efluente textil

Se tomaron muestras compuestas de la matriz del agua residual de la industria textil ubicada
en el parque industrial de Arequipa del proceso de lavado de lana por un tiempo de 24 horas.
Se preservaron para analisis posterior de acuerdo al protocolo de monitoreo de efluentes
aprobado por la RM N° 026-2000-ITINCI/DM?.

Se determinaron los parametros fisico-quimicos DQO, DBOS5, TSS, aceites y grasas'®!!:!1!3
establecidos en el anexo 1 que recomienda la norma vigente DS N° 010-2019-VIVIENDA™
en el efluente.

Proceso de coagulacion-floculacion

Antes de empezar las pruebas experimentales con el efluente se procede a homogenizar la
muestra con un agitador tipo mariposa por 10 minutos, segin se indica en la figura 1.
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Figura 1. (a) Muestra de efluente textil. (b) Homogenizacion de la muestra
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 2. (a) Deteccion de inhibidores. (b) Carga del efluente en equipo de prueba de jarras.
Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 2 se muestra la deteccion de aceites y grasas como posibles inhibidores de la
coagulacion - floculacion, y el llenado del efluente textil en el equipo de prueba de jarras.

La muestra textil se caracterizé antes de realizar la prueba de jarras: temperatura 22,6°C, pH
promedio 7,65 y turbidez en el rango de 200 a 800 NTU.

Para determinar el rango de dosis 6ptima del coagulante y floculante se realizaron pruebas
preliminares durante dos semanas con tres repeticiones al dia, contabilizando un total de 30
repeticiones en la prueba de jarras modelo Phipps & Bird digital programable.

Se ajust6 la velocidad de las paletas de la prueba de jarras a 50 rpm para uniformizar la muestra.

Después se dosifico el coagulante tricloruro férrico al 40 % a diferentes concentraciones con
un tiempo de mezcla rapida de un minuto a 200 rpm segun se indica en la tabla 1.
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Tabla 1. Dosificacion preliminar de coagulante, FeCl, a 200 rpm.

Concentracion Tratamientos
1 2 3 4 5 6
FeCl3 40% (mg/L) 120 160 200 240 280 320

Fuente: Elaboracion propia.

Para estos seis tratamientos preliminares se redujo la velocidad de agitacion de las paletas a
40 rpm por 15 minutos observando el tamafio de formacion del floculo.

En la figura 3. (a) y (b) se observan los dosificadores y floculos mediante el indice de
Willcomb, dejando sedimentar por 10 minutos.

Figura 3. (a) Tamafio de floculo y dosificadores. (b) Formacion del coagulo.
Fuente: Elaboracion propia.

Para la determinacion de la turbidez residual del agua decantada, se tomd la muestra
directamente de los grifos de cada jarra y se expresaron en unidades nefelométricas de
turbidez (NTU)'>16, Se realizd la caracterizacion de los parametros fisicoquimicos del agua
tratada'’, figura 4 (a) y (b).

Figura 4. (a) Toma de muestra para determinacion de turbidez y parametros fisicoquimicos.
(b) Agua tratada. Fuente: Elaboracion propia.
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Después de determinar la dosis 0ptima del coagulante'®, bajo las condiciones operacionales
(mimero de lineas y tipo de compdsito) se decidié extender el rango de coagulante y las
concentraciones de floculante como se muestra en la tabla 2 manteniendo el sistema a 200
rpm/min y 40 rpm/15 min. En la tabla 2 se observan las concentraciones de coagulante y
floculante propuestas.

Tabla 2. Dosis del coagulante: FeCl3 al 40 % y floculante: MT-FLOC.

Concentracion Tratamientos

1 2 3

Coagulante: FeCl; 40 %

(mg/L) (Concentracion) 200 220 240
(mL) (Volumen) 0,5 0,55 0,6
Floculante 0,1% (mg/L)
(Concentracion) 0,4 0,8 1,2
(mL) (Volumen) 0,2 0,4 0,6

Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 5 se muestra los tratamientos por duplicado para dosis de coagulante y floculante
(mL) (volumen).

Turbidez, Turb = NTU
Polimero, P = dosis polimero (DP), mL
Coagulante, C = dosis coagulante (DC), mL

Jarra-1 Jarra -2 Jarra -3 Jarra -4 Jarra -5 Jarra -6
DC=0,5 DC=0,55 DC=0,6 DC=0,5 DC=0,55 DC=0,6
DP=0,2 DP=04 DP=0,6 DP=0,2 DP =0,4 DP =0,6
A y A y A A
Turb Turb Turb Turb Turb Turb
Final -1 Final -2 Final -3 Final - 4 Final -5 Final - 6

Figura 5. (a) Deteccion de inhibidores. (b) Carga del efluente en equipo de prueba de jarras.
Fuente: Elaboracion propia.
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En la figura 5 se observa un esquema de los tratamientos por duplicado, para las dosis de
coagulante y floculante. Para cada dosis de floculante se realizaron cuatro repeticiones
trabajando con tres dosis de coagulante 6ptimo en rango amplio.

Se trabajo en bloques y se observd que la dosis de rango amplio de coagulante manifestaba
un mismo comportamiento, por lo que se tomd 0,5 mL como dosis 6ptima de coagulante.
Con la dosis 6ptima se decidio ensayar las tres dosis (0,4; 0,8 y 1,2 mg/L) del floculante MT-
FLOC 4299 como se indico en la tabla 2.

700 TURBIDEZ

TURBIDEZ( NTU)

Figura 6. Turbidez durante 24 horas.
Fuente: Elaboracion propia.

La figura 6 muestra el rango de turbidez inicial del efluente de lavado de lana medido durante
un periodo de 24 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de dosis 6ptima del coagulante

La muestra de agua residual de lavado de lana mostr6 valores de turbidez en el rango de
200 a 800 NTU. Se evalu6 el efecto que ejerce el coagulante durante dos semanas. Previo al
tratamiento estadistico se realizo un analisis exploratorio con datos de turbidez menor, igual
o mayor a 600 NTU. En la figura 7 se observa que el rango dptimo de la dosis del coagulante
se encuentra entre los valores de 0,5 mL y 0,6 mL.
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Figura 7. Turbidez final en cada nivel de coagulante.

Fuente: Elaboracion propia.

Las comparaciones multiples indican que existe un efecto similar en la reduccion del nivel de
turbidez cuando la dosis de coagulante es mayor que 0,5 mL (200 mg/L).

Dosis 6ptimas floculante y coagulante
El tratamiento estadistico fue en bloques (figura 8), ya que se extendio la dosis optima de
coagulante a 0,5 - 0,55 y 0,60 mL equivalente a 200; 220 y 240 mg/L con las dosis de
floculante 0,2; 0,4 y 0,6 mL equivalente a 0,4; 0,8 y 1,2 mg/L (tabla 2).

0,7-0,65

Nivel de confianza al 90%

0

T
20

Diferencias en el nivel medio del factor (dosis)

Figura 8. Prueba de Tukey.
Fuente: Elaboracion propia.
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En la figura 8 se muestra que la mayoria de comparaciones multiples tienen el mismo
comportamiento para el nivel de turbidez, excepto para la comparacion de 0,5-0,45 segun la
prueba de Tukey.

Segln la prueba estadistica, las dosis adecuadas fueron de 200 mg/L de coagulante y 0,8
mg/L de floculante, obteniendo la mayor remocion para las aguas industriales de la industria
textil.

La tabla 3 muestra parametros medidos tanto para el efluente y para el agua tratada.
Observamos que la demanda bioquimica de oxigeno y la demanda quimica de oxigeno,
aceites y grasas manifiestan un alto grado de disminucion, logrando un tratamiento eficiente
con el coagulante y floculante evaluado18,19. Se formo una cantidad minima de espuma que
no interrumpio el tratamiento. La medicion de los sélidos suspendidos totales TSS nos indico
la eficiencia de la remocion y la medicion de aceites y grasas'’. Se determino la presencia de
inhibidores que fueron también removidos con el tratamiento realizado.

Tabla 3. Dosificacion preliminar de coagulante, FeCl, a 200 rpm.

AGUA AGUA
RESIDUAL TRATADA  VMA

Normativa
Parametros Unidad Resultado  Resultado Peruana
Parametros Fisico Quimicos
Temperatura °C 22,6 22,4 -
pH pH 7,65 6,90 -
Turbidez NTU 526,96 57,97
Soélidos Totales Suspendidos mg/L 608 <25 500
Solidos Sedimentables mL/L/h 3,0 <0,1 -
Parametros Inorganicos No
Metalicos
Cianuro Total mg/L 0,0087 0,0021 1
Nitrogeno Amoniacal mg/L 10,9 9,63
Sulfuros mg/L 0,0136 0,0107
Aniones por Cromatografia
Iénica
Sulfatos, SO4* mg/L 295 278
Parametros Organicos
Aceites y Grasas mg/L 51,9 78 100
Demanda Bioquimica de
Oxigeno mg/L 619 108 500
Demanda Quimica de Oxigeno mg/L 1407,9 290,6 1000
Metales
Cromo Hexavalente mg/L <0,001 <0,001 0,5

Fuente: Elaboracion propia.
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CONCLUSIONES

La dosis optima del coagulante FeCl3 al 40 % fue de 200 mg/L y del floculante MT-FLOC
de 0,8 mg/L, que fue determinante en la formacion de floculos mas pesados, dando lugar a
un incremento de la velocidad de sedimentacion, obteniéndose una remocion del 84,97 % de
grasas, 82,55 % de DBOS5, el 79,36 % de DQO y el 99,60 % de so6lidos totales suspendidos.
Es factible aplicar el tratamiento de coagulacion-floculacion en agua residuales de lavado de
lana para disminuir los parametros antes mencionados cumpliendo con la normativa, DS N°
010-2019- VIVIENDA.
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USO DE CLORO ELECTROGENERADO A PARTIR DE NaCl EN
MEDIO ACIDO COMO UNA PROPUESTA PARA
LA LIXIVIACION DE ORO ALUVIAL

Ulises Quiroz Aguinaga®, Angélica Maria Baena Moncada?,
Adolfo La Rosa-Toro Gémez™

RESUMEN

La electrogeneracion anddica de cloro molecular, a partir de cloruro de sodio en una celda
electrolitica, permite la producciéon de acido hipocloroso en medio acuoso. Esta mezcla de
cloruro y acido hipocloroso actiia como lixiviante del oro aluvial hasta sus formas complejas,
[AuCL], [AuCl,]. Las cantidades 6ptimas para la lixiviacion de oro, empleando solo NaCl
acuoso en medio neutro fue de 10 g L', mientras que a pH 2, con una concentracion fija de
NaCl de 10 g L la lixiviacion de oro aumento hasta en un 70,4%. El agregado de hipoclorito
de sodio a una solucion de cloruro de sodio a pH 2 demuestra que es el producto oxidado
del cloruro el que cumple la funcidén de oxidante y puede ser empleado exitosamente para
recuperar oro de las arenas aluviales sin el empleo de mercurio.

Palabras clave: lixiviacion ecologica, cloruro/hipoclorito, electrolixiviacion, oro aluvial

USE OF CHLORINE ELECTROGENERATED FROM NaCl IN ACID
MEDIUM AS A PROPOSAL FOR THE LEACHING OF
ALLUVIAL GOLD

ABSTRACT

Anodic electrogeneration of molecular chlorine from sodium chloride in an electrolytic cell
produces a hypochlorous acid solution in an aqueous medium. This mixture of chloride
and hypochlorous was used to leach gold from alluvial ore to its complex forms, [AuCL],
[AuCl,]". The optimal amounts of NaCl in a neutral medium for gold leaching was 10 g L™,
while at pH 2, with a fixed NaCl concentration of 10 g L' it was observed a gold leaching
increment of 70.4%. The addition of sodium hypochlorite to a solution of sodium chloride at
pH 2 shows that it is the chloride oxidized product that performs the function of oxidant and
can be used successfully for gold recovering from alluvial ore without the use of mercury.

Key words: ecological leaching, chloride / hypochlorite, electrowinning, alluvial gold
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INTRODUCCION

La produccion de oro artesanal (oro aluvial) en el Perti esta representado por los departamentos
de Puno, Arequipa, Piura y Madre de Dios, principalmente. En dichos lugares la extraccion
de oro artesanal utiliza comunmente mercurio para su amalgamacion y posterior eliminacion
de este por medio de un calentamiento, lo que conlleva a que el mercurio se encuentre no solo
en el aire, sino también en el agua y suelo'.

El alto uso de mercurio en Madre de Dios, por parte de la mineria artesanal formal e informal,
principalmente, estd afectando a las reservas naturales y esta causando graves dafios en la
salud de los pobladores®. Se estima que alrededor de 30 000 mineros artesanales hay en
Madre de Dios en la actualidad'.

En las ultimas décadas se han realizado trabajos de investigacion orientados a encontrar
sustancias quimicas alternativas al empleo de mercurio y/o cianuro para la extraccion de oro.
G. Senanayake et al.’ realizaron una revision pormenorizada de las diferentes alternativas al
cianuro para la lixiviacién de oro, entre ellas se citan el empleo de la tiourea, el tiocianato,
amoniaco y otros cuya toxicidad es evidente y en Pert se encuentra regulada por los
Estandares de Calidad Ambiental (ECA). El uso de cloruro/hipoclorito para lixiviar oro data
de antes de 1887, sin embargo, cayd en desuso debido a la corrosion asociada al cloruro,
no obstante, hoy existen materiales que pueden eliminar este problema. Publicaciones de
los ultimos afios, hacen referencia al empleo de cloruro-hipoclorito constituyéndose en una
interesante propuesta no contaminante. El cloruro de sodio e hipoclorito han sido empleados
para lixiviar oro de minerales conteniendo pirita, obteniendo cloruro aurico*’. La electrolisis
de cloruro de sodio se ha utilizado para generar hipoclorito, logrando lixiviar oro de la
amalgama de mercurio®’ .

En este trabajo de investigacion se ha realizado la lixiviaciéon de oro aluvial a partir
de la electrolisis de una solucion de NaCl/NaClO a pH acido logrando un porcentaje de
recuperacion del oro de 99,93 y 99,89 %.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacion de la muestra

La toma de muestra de la arena aluvial se realizé en la concesion minera “La Familia”
del bajo Puquiri, perteneciente al departamento de Madre de Dios; el lugar se encuentra
aproximadamente a cinco horas en vehiculo desde Madre de Dios.

La muestra de arenilla de oro fue homogenizada por medio de roleo; operacion que consiste
en poner la muestra en una lona y luego tomar alternadamente la lona por las esquinas
opuestas, con el propodsito de mezclar las particulas. A continuacién, se realizé el cuarteo
de la muestra; operacion que consiste en dividir en cuatro secciones y tomar dos al azar y
proceder a mezclarlos, de esta porcion se tomo la muestra para la realizacion de los ensayos

Rev Soc Quim Peru. 86(4) 2020



Uso de cloro electrogenerado a partir de nacl en medio dcido como una propuesta para la lixiviacion de oro... 441

fisicoquimicos. La muestra obtenida fue llevada a una mesa gravimétrica para separar el
contenido de oro de la arenilla y analizarlos por separado. Las partes se denominaran oro
aluvial y arenilla. La relacion de separacion fue de 0,86 g Au Kg!' de arenilla aluvial tratada

Caracterizacion fisicoquimica de la muestra de arenilla

Se realizd la caracterizacion mineraldgica de la muestra de arenilla para conocer los
componentes del material en estudio y asociar posibles efectos inhibidores en el proceso
de lixiviacion. La caracterizacion se realizéo mediante la visualizacion de la muestra usando
una lupa estereoscopica trinocular Nikon SMZ-745T. Adicionalmente, se realizé un analisis
mineraldgico semicuantitativo de todos los minerales presentes (fases cristalinas) con un
limite de deteccion (L.D.) de 1,00 %, a partir del procedimiento de validacion del método
por difraccion de rayos X con Difractometro D8 Advance Tubo Co (38kV, 25mA): KAlfal:
6930.48eV KAlfa2: 1.7891 A, Filtro: Kbeta: Ni.

Analisis de oro aluvial por ensayo quimico

El analisis del oro aluvial se realizdo por la metodologia Fire Assay (Via Seca). Esta
metodologia, utilizada para la determinaciéon cuantitativa de oro, consiste en mezclar la
muestra con agentes fundentes que incluyen el 6xido de plomo (litargirio) y que se funden
a alta temperatura. El 6xido de plomo se reduce a plomo, el cual colecta el metal precioso.
Cuando la mezcla fundida se enfria, el plomo permanece en el fondo, mientras que una
escoria vitrea permanece en la parte superior. Los metales preciosos se separan del plomo
mediante un procedimiento llamado copelacion. El contenido de metal precioso colectado
se procesa mediante digestion, sometiendo al regulo a un ataque acido, se analiza mediante
espectrometro de absorcion atomica.

Analisis de oro remanente en la arenilla

Para la determinacion del contenido de oro remanente en la arenilla, el cual proviene de la
el oro remanente con cianuro de sodio diluido, para este proposito se tom6 una muestra de
100 g de arenilla a la cual se le adicion6 200 mL de una solucioén de 300 ppm de NaCN, se
ajusto el pH al valor de 12 con adiciones de solucién de NaOH 4 mol L', posteriormente se
agito por 24 h y luego se dejo en reposo durante 72 h a temperatura ambiente, transcurrido el
tiempo, la solucion se separo por filtracion y una muestra fue analizada por espectrofotometria
de absorcion atomica (EAA).

Caracterizacion electroquimica - Estudio de la corrosién de oro patrén y parametros
de lixiviacién

Caracterizacion electroquimica del oro patron

Para los estudios de corrosion electroquimica del oro, se utilizé un disco de electrodo de oro
patron de 0,08 cm? de area, el cual fue limpiado previamente, tratando la muestra con acido
nitrico concentrado durante 5 min, posteriormente se lavo con agua destilada, para luego
ser sumergido en una solucion de H,SO,/H,O,, por tltimo, se realizo un lavado con agua
destilada.
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Estudio de la electrolixiviacién del oro patrén

Los estudios del comportamiento del oro en la solucion lixiviante se realizaron empleando oro
patréon (pureza 99,95 %). Los experimentos se llevaron a cabo en una celda de tres electrodos,
utilizando como electrodo de trabajo el electrodo de oro patrén, como electrodo auxiliar
un electrodo de grafito de elevada area superficial y como referencia un electrodo de Ag/
AgCl saturado en KCI. Las medidas se realizaron utilizando un Potenciostato-Galvanostato
PalmSens. Se utilizé como electrolito soporte Na,SO, 0.1 mol L™, la solucion fue burbujeada
previamente con gas nitrogeno durante 10 min a fin de eliminar el oxigeno disuelto. Las
mediciones fueron realizadas empleando la técnica de voltamperometria ciclica en una
ventana de potencial de 0 a 1,5 V vs Ag/AgCl y a una velocidad de barrido de 100 mV s
Durante las mediciones se realizaron adiciones sucesivas de NaCl desde 1000 a 10 000 ppm
con el objetivo de medir los cambios frente al producto oxidado del cloruro, posteriormente
se estudio el efecto del pH, adicionando alicuotas de HCI 1:1 para acondicionar el pH a
valores de 2, 3,4, 5y 7 en cada medicion.

La electrolixiviacion de oro en el electrolito de NaCl/NaClO fue estudiado a diferentes valores
de acidez. Para llevar a cabo este experimento se utilizo una solucion de NaCl de 10 000 ppm y
NaClO 40 000 ppm, a la cual se le adicionaron diferentes concentraciones de HCI diluido 1:1
para ajustar el pH a valores de 2, 3 y 4.

Se preparo6 una solucion lixiviada de oro empleando muestras de oro patron y oro de origen
aluvial en solucion de NaCl/NaClO ajustada a pH 2 sobre el cual se hizo los estudios de
eficiencia de recuperacion de oro.

Eeficiencia de recuperacion de oro patron y de oro aluvial

Método quimico: Precipitacion

Se llevo a cabo estudios comparativos para estudiar la eficiencia de recuperacion del oro
patréon frente al oro de origen aluvial, empleando una solucion de sulfato ferroso a pH 2
conteniendo 16 g L', el pH se regulo con acido fosforico diluido 1:1. En la tabla 1 se muestra
los datos de oro empleado en cada caso.

Tabla 1. Masas y volumenes utilizados en la preparacion de las disoluciones.

Oro Patrén Oro Aluvial
(99,95 %) (80,76 %)
Masa (g) en 0.50047 0.57613
solucion
Volumen solucion 100 100

madre (mL)
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El estudio de eficiencia en la recuperacion de oro se realizo tomando muestras de 25 mL de
la solucion madre a las cuales se le agrego la cantidad necesaria de solucion de FeSO,, en
continua agitacion para asegurar la completa precipitacion de oro. El punto final se determiné
por ausencia de precipitado en una muestra de solucion sobrenadante, culminada esta etapa
se dejo en agitacion durante 30 min y luego en reposo por 2 h para permitir la aglomeracion
del oro precipitado y a continuacion se procedio a separar y lavar en agua ultrapura el solido
mediante filtracion. El oro recolectado se seco en una estufa a 120 °C durante 2 h, se peso y
almacend. En la tabla 2 se muestran los datos del proceso.

Tabla 2. Datos utilizados en la precipitacion del oro.

Oro Patrén Oro Aluvial
(99,95 %) (80,76 %)
Concentracion de solucion (g mL") 0.0050047 0.0057613
Volumen de muestra utilizada (mL) 25 25
Volumen (mL) gastado de FeSO4 - 36

(0.016 gmL™")

Método electroquimico: Electrodeposicion

En esta técnica se emplea una celda de dos electrodos sin compartimientos separados. Se
utiliza un electrodo de acero inoxidable como catodo de 2 x 2,5 cm de lado y un electrodo de
grafito como anodo inerte. La solucioén lixiviada se coloco en la celda bajo continua agitacion
en todo el proceso de electrolisis. Se utilizo una fuente de corriente con potencial regulable.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisicoquimica de la arenilla aluvial

El oro proveniente de la muestra de arenilla fue previamente separado mediante operacion en
mesa gravimétrica. En la figura 1A) se observa la muestra de arenilla, a la cual se le realizo la
caracterizacion mineraldgica para conocer los componentes mayoritarios. La caracterizacion
se realiz6 mediante visualizacion de la muestra usando una lupa estercoscopica trinocular
como se observa en la figura 1B), las caracteristicas mineraldgicas de los posibles componentes
se presentan en la tabla 3.
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Figura 1. A) Muestra de arenilla. B) Imagenes de la muestra de arenilla con la lupa
estereoscopica trinocular.

Tabla 3. Lista de posibles componentes en la muestra de arenilla.

Componente Color

Cuarzo (SiO2) Blanco

Magnetita (Fe3O4) Negro brilloso
Malaquita (Cu2CO3(OH)2) Verde

Calcita (CaCOs) Blanco
Azufre Amarillo
Otros

El analisis de la estructura y componente mineraldgico semicuantitativo de la muestra fue
analizada mediante difraccion de rayos X (DRX), las lineas de difraccion asociadas a los
componentes mineralogicos se muestran en la figura 2. En la tabla 4 se presenta los resultados
del analisis mineraldgico expresado en porcentaje en masa relativa (g/g) de la muestra de
arenilla.

g MUESTRA M-AU-1

Quartz, syn Si 02

Pyrrhotite, syn Fe0.893 S

limenite, syn Fe Ti O3

Zircon Zr Si O4

Phiogopite K Mg3 Al Si3 ©10 O H F
Hematite Fez O3

Counts
0
1

)

] W U T T

2Theta

Figura 2. Difractograma de la muestra de arenilla.
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Tabla 4. Resultado del analisis mineralogico por DRX de la muestra de arenilla.

Nombre del mineral Férmula general Resultado aproximado (%)
Cuarzo Si0s 44
Zircon ZrSiO4 39
Ilmenita FeTiOs 14
Hematita Fe20; 1
Pirrotita FeixS 1
Flogopita KMg3(SizAl)O10(F,OH)2 <L.D

L.D.: Limite de deteccion

Analisis de oro aluvial por ensayo quimico

El oro de origen aluvial, separado de la arenilla en mesa gravimétrica, fue analizado por la
metodologia Fire Assay (Via Seca) resultando un contenido de oro de 80,76. Los resultados
se detallan en la tabla 5.

Tabla 5. Resultado del analisis Fire Assay.

ID Muestras Elemento
Lab i
Quimico
Elementos Au
Unidades %
LC Inf. 5
LC Sup. 150
Muestra 80,76

Analisis de oro remanente en la arenilla

La muestra de solucion del lixiviado de oro cianurado se analizd por espectrofotometria
de absorcion atomica (EAA), obteniéndose un valor de 98 mg L' de contenido de oro, en
consecuencia, el oro remanente que queda en la arenilla después de la separacion en mesa
gravimétrica fue de 0.196 g kg™ de arenilla.

La eficiencia de separacion de la mesa gravimétrica, considerando el oro total obtenido y el
peso de arena aluvial tratado fue de:

0.196 g Au remanente en arena / (0.860+0.196) g (100) = 18.5 % Au no recuperado
Eficiencia de separacion de la mesa gravimétrica = 81.5 %
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Caracterizacion electroquimica - estudio de la corrosion de oro patrén y parametros de
lixiviacion

Caracterizacion electroquimica del oro patrén

Se utilizo un electrodo de oro patron (99,95 %) el cual fue caracterizado electroquimicamente
mediante voltamperometria ciclica en H2SO4 0.1 mol L. En la figura 3 se muestra una
voltamperometria tipica de un electrodo de oro en medio acido, en la cual se observa que
a potenciales comprendidos entre 1.1-1.4 V aparece un hombro conformado por varios
pequetios picos que se asocia a la formacion de diferentes estados oxidados de oro, a
potenciales superiores a 1.45 se descompone el agua formando oxigeno; aproximadamente a
1.0V, en el barrido catdédico se forma un pico intenso de reduccion de los 6xidos de oro [10].

| (uA)

-10 —_— T
02 04 06 0.8 1.0 1.2 14
E (V) vs Ag/AgCl

Figura 3. A) Muestra de arenilla. B) Imagenes de la muestra de arenilla con la lupa
estereoscopica trinocular.

Estudio de la lixiviacion electroquimica del oro en NaCl

En la figura 4 se muestran los voltamperogramas ciclicos del electrodo de oro en el electrolito
soporte de Na,SO,, al cual se le afiade una solucion de cloruro de sodio para establecer
concentraciones de 1 a 10 g L. Los experimentos fueron realizados empleando el electrodo
de referencia de Ag/AgCl previo burbujeo de nitrogeno durante 10 min.

Las respuestas voltamperométricas observadas en la figura 4 muestran el comportamiento
tipico de un fenomeno de lixiviacidn electroquimica del oro, el continuo crecimiento de la
corriente es asociada a la cantidad de ion cloruro afladido mostrando la dependencia de la
velocidad de electrolixiviacion con la concentracion de cloruro. El mecanismo de reaccion
ha sido discutido por J. Arvia et. al'!, concluyendo que los productos anodicos son Au(I) y
Au(IIT) dependiendo de la concentracion y potencial de oxidaciéon empleado, el mecanismo
se ve favorecido por la espontanea adsorcion del ion cloruro sobre el electrodo de oro. El
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ultimo paso (Ec.3), muestra la desproporcion espontanea del complejo 3(4uCl),  para formar
la especie AuCl; estabilizandose en la solucion. Las ecuaciones que la describen son:

Au + Cl™ & AuClyy Ec.1

AuCly; + Clm & (AuCly)gq + e~ Ec.2

3(AuCly)qq © AuCly +2Au+2Cl-  Ec3

4500 o
40004 |F——1 gL NaCl
1 —— 2 g/L NaCl
#09 |——3 gL Nac
3000 —— 4 g/L NaCl
1 |——5g1 Nac
25004 |——6 g/L NaCl
—_ 1 —— 7 g/L NaCl
< 20009 | 841 NaCl
= 45004 |——9g/L NaCl
1 —— 10 g/L NaCl
1000
500 4
04
-500
T T T T T T T
0.0 02 04 0.6 0.8 1.0 12 14

E(Ag/AgC)V

Figura 4. Voltamperometria ciclica del electrodo de oro en electrolito de 0.1 mol L' Na,SO,,
con variacion de concentracion de NaClde 1 gL'a 10 gL' v=100 mV s’!

Estudio de la lixiviacion electroquimica influenciada por el pH

En la figura 5 se muestran las voltamperometrias ciclicas del oro en el sistema NaCl y a valores
de pH variable de 2,3,4,5,7 ajustados, afiadiendo HCI 1:1 y en electrolito de NaCl 10 g L.
El gas de cloro en sus disoluciones acuosas también actiia formando tres especies oxidantes,
dependiendo del pH en el que se encuentren: cloro acuoso (Cl,,) acido hipocloroso (HOCI)
e iones hipoclorito (C1O"). Estas especies se pueden generar por la adicion de hipoclorito de
sodio (NaOCl) en solucion'?, estas sales se ionizan en agua, bajo condiciones acidas (pH <
7.5) el ion hipoclorito se convierte en acido hipocloroso. En condiciones muy acidas (pH <
3.5) y en presencia de iones cloruro, se forma cloro acuoso. Todas las especies de cloro son
potentes oxidantes pero el HOCI es el mas eficaz. Por lo tanto, el pH debe ser mantenido en
una gama de estabilidad del HOCI". En la figura 5 se observa que el pico de corrosion para
el oro en aproximadamente 1.2 V presenta mayor corriente de corrosion cuando el pH igual a
2. Por otro lado, se observa también que a pH igual a 7 se tiene una buena corrosion del oro,
permitiendo lixiviar el oro en condiciones neutras a costa de disminuir la velocidad.
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Figura 5. Voltamperometria ciclica para el Au/V en el sistema NaCl-HCI. Concentracion de
NaClde 10 gL apH?2,3,4,5y 7. v=100 mV s, ultimo ciclo.

En la figura 6 se muestran las voltamperometrias ciclicas del oro en el sistema NaCl-HCI-
NaClO en presencia de N, teniendo como concentracion fija de NaCl 10 g L' y NaClO 40 g
L' ala cual se adicion¢ cantidades de HCI concentrado para adecuar el pH a 4,3y 2.

12000

pH=2 ~—

10000

8000

6000

| (UA)

4000

2000

0.4 0?6 OIB 1?0 1?2 1?4 1.6
E (V) vs Ag/AgClI

Figura 6. Voltamperometria ciclica para el Au/V en el sistema NaCl-NaClO-HCIl.
Concentraciones de NaCl de 10 g L', NaClOde 40 gL'apH 2,3 y4. v=100 mV s,
ultimo ciclo.

En este caso, el electrolito base contiene una cantidad importante de NaClO que le permite
lixiviar quimicamente el oro, de tal modo que la electrolixiviacion actua simultaneamente a
la reaccion quimica obteniendo una mayor velocidad neta. En este caso la corriente asociada
apH 2 es de 10.7 mA comparado con el valor de 7.7 mA en ausencia de NaClO (figura 5)
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Las reacciones quimicas de lixiviacion de oro pueden ser escritas':

2Au + 3CL + 2CI—2[AuCLy]" Ec.4
2Au + 3HCIO + 5CI + 3H*—2[AuCl| + 3H:0  Ec.5

Eficiencia de recuperacion de oro patron y de oro aluvial

El oro patréon y el oro aluvial fueron lixiviados quimicamente utilizando NaCl 10 000 ppm,
NaClO 40 000 ppm y acido fosforico a pH 2. La solucidn lixiviada resultado del proceso de
disolucion de oro aluvial mostré al final residuos solidos y cierta turbidez, el cual se separd
por filtracion.

Las soluciones que contenian el oro aluvial y el oro patron disuelto fueron tratadas con
FeSO4, hasta precipitacion total del oro. El oro obtenido fue secado a 120 oC durante 2 h 'y
se pes6 comparandolo con el oro pesado inicialmente. En la tabla 6 se muestran los datos del
proceso. El procedimiento presentado para la recuperacion de oro aluvial nos reporta un valor
de 99,89 % de recuperacion.

Tabla 6. Masas y porcentaje de eficiencia de oro patrén y oro aluvial.

Oro Patron Oro Aluvial
Masa de oro inicial (g) 0.12512 0.14403
Ley del oro 99.95 % 80.76 %
0.12505 0.11632
Masa de oro recuperado (g) 0.12503 0.11620
% Eficiencia de recuperacion 99.93 99.89

Recuperacion via electroquimica

La electrolisis para la electrodeposicion de oro se realizé aplicando una densidad de corriente
de 10 mA cm-2 en agitacion continua durante 1 h. Se logré recuperar el 93,52% del contenido
de oro. Los datos obtenidos antes y después del proceso de lixiviacion se observan en la tabla
7.

Tabla 7. Masas y porcentaje de eficiencia de la electrodeposicion de oro.

Parametro Resultado
Masa de placa de acero inicial (g) 29.16152
Masa de oro recuperado (g) 29.24764
Masa de oro recuperado (g) 0.08812
% Eficiencia de electrodeposicion 93.52
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CONCLUSIONES

La arena aluvial muestreada en la concesion minera “La Familia” del bajo Puquiri presenta
un contenido mineraldgico constituido principalmente de cuarzo, zircon, ilmenita y otros
constituyentes de 6xidos hierro. El concentrado tiene un contenido de oro de 0,86g kg-1 de
arena aluvial y la ley es de 86,76 %. La mesa gravimétrica logra separar hasta el 81,5 % del oro
dejando en la arena 18,5 % de oro en forma de particulas finas. Los estudios electroquimicos
de lixiviacion del oro de la arena aluvial empleando una soluciéon de NaCl solo y NaCl/
NaClO combinado muestra que el hipoclorito tiene un fuerte poder oxidante capaz de lixiviar
quimicamente el contenido de oro de las arenas aluviales.

Los ensayos comparativos de recuperacion de oro de la solucion lixiviada de oro (oro
patron y oro aluvial) empleando solucion de sulfato ferroso en medio acido, muestran una
alta eficiencia, recuperandose entre 99,93 y 99,89 % del contenido de oro, respectivamente.
La escasa diferencia de ambos valores muestra que no existe inhibidores quimicos en los
minerales que acompaiian al oro en las arenas aluviales. La recuperacion de oro también es
posible mediante electrodeposicion de la solucion lixiviada, sin embargo, para lograr una
eficiencia equivalente a la obtenida en la precipitacion quimica se debe emplear un exceso de
hasta dos veces la carga estequiométricamente necesaria para su recuperacion.
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ENSENANZA DE LA QUIMICA

UNA APROXIMACION A LA TAUTOMERIA DE LOS
HETEROCICLOS AROMATICOS

José Elguero
Instituto de Quimica Médica (C.S.1.C.), Juan de la Cierva, 3, E-28006 Madrid

RESUMEN

Esta revision presenta de una manera sencilla el universo de la tautomeria de los compuestos
heterociclicos aromaticos. Se llama la atencidon sobre los errores mas frecuentes y se dan
algunas indicaciones de como proceder en el estudio de la tautomeria.

Palabras clave: tautomeria, autotropa, prototropia, enlaces de hidrogeno, aromaticidad

A SIMPLE APPROACH TO THE TAUTOMERISM
OF AROMATIC HETEROCYCLES

SUMMARY

This review summarizes in a simple way the tautomerism of heterocyclic aromatic
compounds. Attention is drawn to the most frequent errors and some indications are given on
how to proceed in the study of tautomerism.

Key words: tautomerism, autotrope, prototropy, hydrogen bonds, aromaticity
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INTRODUCCION

No es posible ser quimico organico sin haber, en algin momento, tropezado con un problema
de tautomeria. Ello es ain mas cierto en quimica heterociclica lo cual explica por qué varios
libros le han sido dedicados [*34]. Se cuenta que Pauling perdio la carrera para determinar
la estructura del ADN frente a Watson y Crick porque utilizaba para la timina un tautomero
erroneo (la forma hidroxi) lo que le conducia a un angulo demasiado abierto para los azticares
(Esquema 1).

Me Me
{—Azucar —é/_szob <= AZUCBT—%N/_SZO/H,
N C}—N Hn M
(e} H, NH . H/[
Timina N Timina N XN
e (AL
\ -/ Adenina N
N J / Adenine
Par Watson-Crick N Par Hoogsteen  pzjcar

U
Azlcar

Me

f— Azucar—ENst (e}
.

H/
Adenina

(o] ~ 2
Timina H\ /N_\\
/N N
H

N N
El error de Pauling X eg\Azacar

Esquema 1. Tautomeria y estructura del ADN.
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Conceptualmente, el problema se puede considerar resuelto en el sentido de que disponemos
de los conocimientos necesarios para explicar toda observacion e incluso para predecir el
comportamiento tautomérico de cualquier sustancia. Sin embargo, es frecuente leer hoy dia
publicaciones (ya aparecidas o como evaluadores) y escuchar conferencias donde se cometen
graves errores sobre la tautomeria. Por ello nos ha parecido 1til presentar de una manera
sencilla la tautomeria de los compuestos heterociclicos insistiendo en los aspectos generales.

Vamos a limitarnos a compuestos aromaticos, por ejemplo 1a/1b, ya que la tautomeria de los
compuestos no aromaticos, como 2a/2b es muy parecida a la de los compuestos aliciclicos
3a/3b (Esquema 2). Hay un efecto de anillo pero es débil y puede ser despreciado, en primera

aproximacion.
H
- H H H
AN R N N SN < ~N
L~ (e
leo | N ’Tgo r\:2\0H H\NAO—H\NJ\OH
g H H d JI
1a 1b 2a 2b 3a 3b

Esquema 2. Compuestos aromaticos, no-aromaticos y aliciclicos.

Hay que empezar por definir lo que se entiende por compuesto aromatico. En lo que aqui nos
atafie, basta con adoptar la regla de Hiickel [>¢]: un compuesto ciclico es aromatico si posee
4n+2 electrones n (en la mayoria de casos, n = 2). Hay que afiadir la extension de Robinson
["]: los pares libres de los heteroatomos pueden participar en la aromaticidad contribuyendo
con dos electrones al sexteto aromatico. Es el caso del furano 4, del pirrol 5 y del tiofeno 6
(Esquema 3). Observemos que en los casos de 4 y de 6, queda otro doblete no utilizado que
puede participar en la reactividad.

Esquema 3. Heterociclos aromaticos con seis electrones 7.

Regla:
Un compuesto heterociclico debe ser considerado aromatico si tiene al menos un tautomero
que lo es.

La 3-hidroxipiridina 7a es aromatica ya que la piridina lo es. Su tautomero 7b, que es una
betaina para la cual no se puede escribir una forma de resonancia neutra, también lo es. La
antipirina 8 es aromatica ya que se puede escribir una forma de resonancia cargada que lo es.
El compuesto 9 también lo sera (Esquema 4).
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HsC HaC HaC
OH o - - _
N N N)l P I A"‘)—}\o
[ = | HC ™ Ny o HaC 74>y o N
N ! %\ %\ %\
|
H [ | |
9

Esquema 4. Heterociclos aromaticos con seis electrones 7.

7a 7b

Dado el enorme numero de publicaciones que describen resultados sobre la tautomeria, es
necesario ordenar todos esos resultados y condensarlos en un numero pequeiio de reglas
claras y generales, que denominaremos "El decalogo de la tautomeria" (Esquema 5).

1. NO CONFUNDIR MESOMERIA Y TAUTOMERIA.

II. NO OLVIDAR UN TAUTOMERO POR MINORITARIO QUE SEA.

TI1. EN GENERAL EXISTE UN EQUILIBRIO ENTRE DOS TAUTOMEROS INCLUSO SI SON IDENTICOS.
IV. SE DEBE NOMBRAR EL COMPUESTO UTILIZANDO EL TAUTOMERO MAS ABUNDANTE.

V. LA TAUTOMERIA NO ES SOLO EQUILIBRIO: NO OLVIDAR LOS ASPECTOS DINAMICOS.

VI. HAY TAUTOMERIAS NO-PROTOTROPICAS.

VII. TAUTOMERIA Y ESTADO FIiSICO.

VIIIL. EL UNIVERSO TRIDIMENSIONAL DE LA TAUTOMERIA.

IX. ;COMO DETERMINAR K1?

X. TAUTOMERIA Y AROMATICIDAD.

Esquema 5. El decalogo de la tautomeria.

I. No confundir mesomeria y tautomeria.

viesulnelld ~~————

Isomeria —_—

Tautomeria

En la mayoria de los casos es facil distinguir las dos situaciones. ;No se debe nunca confundir
la doble flecha de los equilibrios (isomeria, tautomeria) con la flecha de dos puntas de la
resonancia!
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Mesomeria > )
_go - §\7
O O HoNy Hoy = e

Isomeria

A H A H AN
—_— | _— N\ _
S —.L \

bullvaléno (isomeria de valencia)

Tautomeria
| o~ B | A Hay ruptura de un enlace X—
H H(X=N, 0)
N (0] N <
= N
1a 1b

Esquema 6. Ejemplos sencillos de mesomeria (o resonancia) y equilibrio.

Empecemos con ejemplos sencillos. En el Esquema 6 hemos representado tres casos. Como
ejemplos de mesomeria, el benceno y una pirazolinona. Como ejemplos de isomeria, el
caso de las olefinas E/Z (sin ruptura de enlaces) y el caso del bulvaleno (donde hay mas de
1.200.000 isomeros (10!/3) con ruptura y formacién de enlaces C-C. Finalmente, el caso
paradigmatico de la 2-piridona en la cual un enlace X-H (N-H u O-H) se rompe o se forma.

Hay casos mas sutiles. Ello se debe al caracter impreciso ("fuzzy") de las definiciones
quimicas. En el Esquema 7, hemos representado algunos ejemplos. Hay que recordar que
la resonancia so6lo implica los electrones: los niicleos deben permanecer en el mismo sitio
(relacionado con la aproximacion de Born- Oppenheimer [*]).

Consideremos el caso del ciclobutadieno. Si la molécula fuese cuadrada. las formas de la
derecha y de la izquierda serian formas de resonancia de un producto nico. Dado que la
molécula es rectangular, las dos formas son diferentes (isomeria) y, segiin la naturaleza de
R, la de la izquierda o la de la derecha, sera mas estable. Incluso cuando R = H, en que
ambas formas tienen la misma energia, estan en equilibrio dinamico: por ejemplo, en RMN,
se puede observar una unica sefial promedio para los 4 protones (eso depende de la barrera
energética y de la temperatura).
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m—m o — I

Mesomeria Isomeria de valencia
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N
- N \ S
— N—N
10 N\ VAR A+10 \ /q

Esquema 7. Ejemplos més sutiles de resonancia y de tautomeria.

Fijémonos ahora en la betaina que deriva de una pirazol-4-ona 10. Sin mover los nucleos,
se puede escribir una forma de resonancia neutra: la estructura real es intermedia entre esas
dos estructuras, pero no necesariamente una media 50:50, ya que eso depende del peso de
cada una de ellas. Si, por el contrario, los nicleos cambian de sitio, entonces se trata de un
equilibrio, de un ejemplo de isomeria.

Finalmente, examinemos el caso del enol de la acetilacetona. Si el proton del puente de
hidrogeno O---H---O esta justo en medio, entonces se trata de un producto tinico con dos
formas mesomeras idénticas. Pero, si como ocurre realmente, el enlace O—H es mas corto
que el enlace O---H, entonces se trata de dos tautdmeros idénticos. Una vez mas, insistamos
en que aun teniendo la misma energia, estan en equilibrio dindmico. Un pequefio cambio, por
ejemplo cambiar un CH, por un CH,D, basta para hacerlos diferentes.

I1. No olvidar un tautémero por minoritario que sea.

En matematicas, 0 es diferente de 10—n, pero para un quimico, mas alla de un cierto valor de
n, 10-n es considerado como nulo. Esa simplificacion puede conducir a errores.

0#0,001
Sea el 4(5)-nitroimidazol 11. Se ha determinado experimentalmente que la relacion 4-NO,/5-
NO, es de 400/1, luego K. =[11b]/[11a] = 0,0025. Se cometera un grave error despreciando el

tautomero 5-nitro porque hay poco, ya que frecuentemente el tautémero menos abundante
es el mds reactivo (esto esta relacionado con el postulado de Hammond [?]).
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Asi la relacion de los productos de N-metilacion, A et B, depende no sélo de la constante de
equilibrio K, sino también de las constantes de velocidad k, y &, (Esquema 8) que son, en

general, mas diferentes entre ellas que no lo son las constantes de velocidad de tautomeria
k yk_.
ba ab

4 NO>
N Kab N
) B K= aolkos
N Kba N5 NO2
| H
11a (400) 11b (1)
ICHal ka ICHa l kg Kr =[11b])/[11a] = 1/400
H3C\'_\'l- NO2 H3CN+
<§ 43\N02
! !
l— H l_ .
Ca =(A)/(A+B)
Hsc\j 5 NO2 H3C\1 C: _ (B)/(A+B)
4\N \ 4\,\‘\4\>\N02 CA/CB = [kA/kB]/KT
A B

Esquema 8. Metilacion del 4(5)-nitroimidazol.

Energia libre y porcentaje de tautomeros ay b.

Acabamos de describir un ejemplo de constante de equilibrio KT = [11b]/[11a] = 0,0025,
es decir, 99,75 % de 11a y 0,25 % de 11b. Eso nos conduce a hacer una observacion y
a sefalar una precaucion. Muchas técnicas instrumentales utilizadas para estudiar los
equilibrios tautomeros son incapaces de determinar la existencia de un tautémero presente
en tan pequefia cantidad.
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Figura 1. (a) Representacion de AG?*!5 (kJ-mol ') en funcion del porcentaje de tautomero
a (b = 100-a). (b) Variacion del error sobre AG***!5 en funcion del error sobre el porcentaje.

Por ejemplo, consideremos la RMN de 'H. Se puede estimar su limite de sensibilidad al
1-2%. Es decir, que no puede diferenciar una mezcla 98:2 de una 99:1. Eso lleva a creer
erroneamente que el método es mas preciso en las regiones proximas a 50:50 que en los
extremos. En realidad, como lo muestra la Figura la, la diferencia de energia es la misma
(4,2 kJ-mol™) cuando se pasa de 30% a 70% que cuando se pasa de 99,88% a 99,98%. Lo
que tiene sentido fisico es AG* (25 °C = 298,15 K), magnitud teoricamente calculable (asi
como AH). La Figura la es una representacion de AG* en funcion del % de tautomero a. La
Figura 1b ilustra el hecho de que el mismo error sobre AG%, 2,1 kJ-mol ™, tiene un efecto muy
diferente sobre el error en porcentaje: en la parte central eso se traduce por 60+10%, mientras
que en un extremo, eso corresponde a 99,6+0.2%.

En conclusion, aunque en la practica cotidiana, se contintien utilizando los porcentajes, en
todos los casos hay que transformarlos primero en Ky luego en AG (AG = AH -TAS).

Tautomeria y reactividad.

Un error grave, ain muy frecuente, es discutir las reacciones de alquilacion en medio basico
en funcion del equilibrio tautomero. En medio basico, la entidad que reacciona es la base
conjugada 12 (Esquema 9). Es evidente que su reactividad no tiene relacion directa con la

tautomeria de 11 (Esquema 8).

XH y HX representan dos tautdmeros cualesquiera, siendo X la molécula con el proton
tautomerizable en dos posiciones diferentes.
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X

- 8
N 12

X-R

A

S

NO>

Esquema 9. Alquilacion del anion nitroimidazolato.

Tautomeria y equilibrio dcido-base.

Vamos a continuar usando el 4(5)-nitroimidazol para ilustrar la relacion entre tautomeria y
equilibrio acido- base, bien acido (pérdida del protdn), bien basico (ganancia de un proton)
(Esquema 10).

NO;

N
Anién comun
&

Protén

4 12 mas acido
NO2 » H\ NO>

Nitrégeno

mas basico
\ H 11b

4®§ Catién comin

13

Esquema 10. Acidez y basicidad del 4(5)-nitroimidazol.

El tautomero 11b es a la vez el mas 4cido y el mas basico. Por esa razon el equilibrio esta
desplazado hacia 11a. Se conoce con el nombre de paradoja de Gustafson el hecho de que el
tautomero mas acido sea el menos abundante ['°].

II1. En general, hay equilibrio entre dos tautémeros aun cuando sean idénticos.
A pesar de que es evidente, se trata de un aspecto que origina frecuentes confusiones. En
parte estan relacionadas con una antigua tradicion de los quimicos heterociclicos de girar la

molécula en el plano del papel después de la transferencia del protén. Sea, por ejemplo, el
caso del imidazol 14 (Esquema 11).
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I k,
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H

Esquema 11. La tautomeria "autotropa" o "degenerada" del imidazol.

Cuando el proton "salta" de la posicion 1 a la posicion 3, se obtiene de nuevo el imidazol que
se suele representar con la formula de arriba a la derecha que no se puede diferenciar de la de
la izquierda. Por dicha razoén, esta tautomeria de los anillos ("anular") se llama "autotropa" o
"degenerada" ya que los estados inicial y final tienen idénticas energias.

Para recordar que se trata de dos tautdmeros, se puede reemplazar un atomo de '“N por uno
de "N: se observa que se trata de dos compuestos diferentes (la constante de equilibrio ya no
es = 1, s6lo cercana a 1, debido al efecto isotdpico).

Conclusion: no hay que imaginar el imidazol en solucién como una molécula unica sino
como dos moléculas en equilibrio rapido (ver seccion V).

IV. Se debe llamar al compuesto usando el nombre del tautémero mas abundante

Se debe seguir esta regla en todos los casos en los que se sepa que hay un tautomero
predominante. Por ejemplo, se debe hablar de la 3-amino-2(1H)-quinoxalin-2-tiona 15 ya
que es el mas estable de los cuatro tautomeros (Esquema 12). Si dos tautomeros son de
energia similar, entonces los dos nombres son aceptables.

H H
N NH N NH
L HCcy |-l =Crt
N SH N 23 N SH N
|
H

H

Esquema 12. El tautdbmero mas estable da su nombre a la molécula.
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V. No olvidar los aspectos dinimicos de la tautomeria

Aunque la mayoria de las publicaciones sobre tautomeria conciernen los equilibrios, los
aspectos dindmicos tienen mucho interés. Como la RMN de 'H es la herramienta mas
utilizada para estudiar la tautomeria, la explicacion del olvido en dicho caso es multiple:

a) Es mucho mas facil utilizar la RMN a temperatura ambiente (incluso si se estudian
efectos de disolvente o efectos de concentracion) que a temperatura variable, sobre
todo a baja temperatura. Existe un area de investigacion muy poco explorada sobre la
utilizacion de disolventes tales como los freones para estudios de tautomeria a muy baja
temperatura.

b) Muchos heterociclos tautomerizables son bastante insolubles en muchos disolventes,
debido a la existencia de enlaces de hidrogeno fuertes en estado so6lido. Incluso aquellos
heterociclos que son algo solubles, suelen precipitar al enfriar. E1l DMSO, muy utilizado
para disolver heterociclos, no se presta a estudios a baja temperatura por su relativamente
alto punto de fusion (la acetona es un posible sustituto pero hay que tener en cuenta la
posibilidad de una adicién reversible del heterociclo a la acetona [']).

¢) Los equilibrios tautomeros que implican rupturas de enlaces C—H tienen energias
de activacion en la escala de tiempos de la RMN lo que permite observar los dos
tautomeros. Si la barrera es débil, caso de la tautomeria anular del imidazol (seccion
11I), solo se veran sefiales promedio y habra que recurrir al enfriamiento para determinar
la constante de equilibrio KT y las constantes de velocidad k1/k—1 (Esquema 13).

HX XH
Parte cinética Parte termodinamica
k K
®G* ®G°
®Ht st ®H  ®s’

Esquema 13. Aspectos cinéticos y termodinamicos de la tautomeria.

.Se pueden separar dos tautémeros?

El Esquema 14 es un resumen simplificado de las diferentes posibilidades en lo que concierne
una eventual separacion de las especies en equilibrio. Figuran unas estimaciones de la barrera
(en kJ-mol™), de la velocidad (en s) y del tiempo de vida media (en s), asi como un ejemplo
de cada caso, entre ellos dos de tautomeria. En el caso de la acetilacetona, el equilibrio
ceto/enol se encuentra en la zona donde la barrera es superior a 85 kJ mol™' mientras que el
equilibrio enol/enol es mucho mas rapido (barrera del orden de 20 kJ-mol™).
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Separacion  Equilibrio g k_®G|¢_1 K, ts Eiemplos
deisémeros  en solucion | Comen° mol jemp
No — 1.lIsomeria >170 | <107 >107 Cis-trans
Se pueden
separar
Lento — 2. Equilibrio  85-170 : 10-107 10-1-107 Syn-anti
3. Sefales
finas en RMN >85 <10 >10-1 Ceto-enol
a 500 K
No se Rapido Inversion
pueden___ oGt <125 4. Coalescencia 40-105 10410 10-1-10~4 || el
separar kJ-mol- nitrégeno
5. Sefiales finas
promedio <40 >104 <104

en RMN a 150 K

Esquema 14. Clasificacion de los diferentes procesos.
El uso de la HPLC dinamica

La posibilidad de separar por HPLC, en ciertas condiciones, los dos tautomeros de la
acetilacetona (Figura 2) es poco conocida, siendo Moriyasu y colaboradores quienes lo
consiguieron ['*"*]. Naturalmente la separacion es tanto mejor cuanto la temperatura es mas
baja [parte a), caso e]. También se observa que K depende mucho del disolvente (parte b).
Obviamente, a la salida de la columna los dos tautomeros se equilibran inmediatamente.

Por RMN en estado s6lido (SSNMR) ha sido posible estudiar el equilibrio autotropo enol-
enol de la acetilacetona dentro de una cavidad y medida su barrera a la transferencia del
proton, 51 kJ-mol™' ['].
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?Elguero, J. Tautomerism in Brenner's Encyclopedia of Genetics, 2nd Edition, 2013.

* Elguero, J. Tautomerism: A Historical Perspective in Tautomerism, Ed. L. Antonov, Wiley- VCH, Weinheim, 2016.

5 Hiickel E. Quantentheoretische Beitrdge zum Benzolproblem. I. Die Elektronenkonfiguration des Benzols und verwandter
Beziehungen. Z. Phys. 1931; 70:204-286.

¢ Minkin, V. L; Glukhovtsev, M. N.; Simkin, B. Ya. Aromaticity and Antiaromaticity, John Wiley, New York, 1994.

7 Armit JW, Robinson R. Polynuclear Heterocyclic Aromatic Types. Part II . Some Anhydronium Bases J. Chem. Soc. 1925;
127:1604-1618.

8 Born, M.; Oppenheimer, R. Zur Quantentheorie der Molekeln. Ann. Phys. (Leipzig), 1927; 84:457-484.

® Hammond GS. A correlation of reaction rates. J. Am. Chem. Soc. 1955; 77:334-338.

10 Referencia [1], p. 412.

! Roumestant ML, Viallefont P, Elguero J, Jacquier R. Recherches dans la serie des azoles. XLIII. Etude par RMN de la
tautomerie des azoles. Tetrahedron Lett. 1969; 10:495-498.

12 Moriyasu, M.; Kato, A.; Hashimoto, Y. HPLC separation of keto and enol tautomers of several ketones at low temperatures.
Chem. Lett. 1984; 1181-1184.

¥ Moriyasu, M.; Kato, A.; Hashimoto, Y. Kinetic studies of fast equilibrium by means of high-performance liquid chromatography.
Part 11. Keto—enol tautomerism of some -dicarbonyl compounds. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1986, 515-520.

14 Claramunt RM, Lopez C, Lott S, Santa Maria MD, Alkorta I, Elguero J. Solid-state NMR study of the tautomerism of
acetylacetone included in a host matrix. Helv. Chim. Acta, 2005; 88:1931-1942.
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Separacion de los isémeros

(d) (9)
cetoy enol dela 2,4-
pentanodiona
(a) 20°C
(b)o°C
(c) —10°C
(d) =30 °C
(e) -50°C

3 123412245
tfmin

Cromatogramas de HPLC de la 2,4-p iona en di
(a) Hexano; (b) CCly; (c) EtOH; (d) AcOH; (e) HoO

(@ (b) @)
. ; ©
1 @ 2
97.5% 96% 3% 1

b) 79%

r—jz

r_..J

I EEE
t/m\n

Figura 2. Separacion por HPLC de los tautomeros ceto y enol de la acetilacetona a) a baja
temperatura y b) en funcion del disolvente.

VI. Hay tautomerias no prototrépicas
Hasta ahora nos hemos limitado a considerar tautomerias en las que la entidad que migra
es el proton. Eso es normal, ya que las prototropias son de lejos las mas comunes. Pero, en

principio, otros grupos pueden migrar (Esquema 15): grupos carbonados (metilos, alquilos,
acilos, ciano, arilos,...), haldgenos, grupos nitrogenados (aminas, nitro, ...), asi como metales.

HX

XH

H—EI
I C: CH3, COR, CN, Ar
Halégenos: Cl, Br, |
N: NH2, N02
Metal: Si, Sn, Ge, Hg,...

Esquema 15. Otros grupos que pueden migrar.

Vamos a ilustrar el Esquema 15 con algunos ejemplos.
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Acilotropias
®G
1
H H (.I)OR ('IJOR
X—YZ — X ¥Z X—YZ X=vz
Prototropia Acilotropia

Un ejemplo Disolvente: a-cloronaftaleno, T¢ = 195 °C, ®G* = 100 kJ-mol™’'

Q eﬁMe o MeﬁMe
J\(\ N—N, — N—N
o “H + H\N)Qo

N O0=C=N-Ph \
16 Ph

Esquema 16. Migracion intermolecular del grupo CONHC H..

Es posible observar la coalescencia de las sefales de los metilos del compuesto 16: a 195
°C en un disolvente aromatico clorado de alto punto de ebullicién, los dos metilos dan una
sefial de coalescencia a partir de la cual se calcula una barrera de 100 kJ-mol!. Bien que
el mecanismo implique la disociacion en fenilisocianato y 3,5-dimetilpirazol, es decir, una
eliminacion/adicion (Esquema 16), el balance es una acilotropia ['*]. En efecto, al descender
a temperatura ambiente, las sefiales de los metilos se vuelven diferentes (reversibilidad).

Metilotropias.
[ X=Y-Z-Me Me-X-Y=Z J
] 100 < T <150 °C
SMe S
@N/} catallzador C[ >=
17a 170 Me

M
Q«?ﬁf .
Me

Esquema 17. Proceso general y migracion de un CH3 entre el azufre y el nitrégeno del
benzotiazol.

Heterociclos en los cuales el metilo esta unido a un heteroatomo (antes y después de la
transferencia) pueden ser equilibrados. El proceso de transferencia del metilo necesita un
catalizador, la sal cuaternaria comun a los dos. Asi, el 2-metiltiobenzotiazol 17a se isomeriza
en N-metilbenzotiazol-2-tione 17b en presencia de la sal cuaternaria 18. En principio, es
posible efectuar la reaccion inversa, pero en el ejemplo del Esquema 17, la forma 17b es
mucho mas estable que la 17a.
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Aptitud migratoria de sustituyentes X unidos al nitrégeno
Se han resumido en el Esquema 18 las aptitudes migratorias de diferentes grupos. Los valores
(en kJ-mol™) corresponden a derivados 1-sustituidos del pirazol.

. CeHs CHz COR SiR; GeR; H HgR SnRs
®G
kJ'mol™" >170 145 125 105 85 60-4040 20

Esquema 18. Aptitud migratoria.

Debido a la alta energia necesaria para romper un enlace N-C, los alquilos y, ain mas, los
arilos, migran muy lentamente. Ademas se observa que la prototropia no es el proceso mas
rapido.

Clorotropias

Se sabe que el 1-cloroindol 19 se isomeriza en 3-cloroindol 20, lo que corresponde
formalmente a una clorotropia seguida de prototropia ['‘]. En la bibliografia se encuentra un
ejemplo de clorotropia ['7]: segtn los autores, el 1-cloro-4,5-difenil-1,2,3-triazol 21 estaria
en equilibrio rapido y degenerado con una estructura idéntica 22 para poder explicar que
solo se observen sefiales promedio en RMN. Mas tarde, se demostrd que el producto tenia la
estructura 23 ['%].

H H cl Cl
X Y z X_Y z X Y z X_Y Z
Prototropia Clorotropia
lento j Cl 7
=y — L)
1 /
N N N
19 &1 20 H
Ph Ph Ph
4 - 5 5
Pho A N [PId  ph_ N Ol Ph 4\ NN
5 ) S Sl 4 1
NN, SN, NN
cl’ 21 22 23 I

Equilibrio degenerado (autotropo): carbonos C4 y C5 idénticos en RMN de 13C

Esquema 19. Ejemplos de clorotropias.

Metalotropias
Los metales migran con menor o mayor facilidad (Esquema 18). Vamos a ilustrarlo con el
caso del estano (Esquema 20).

15 Referencia [2], pagina 194.

16 Ahn NT. Les régles de Woodward-Hoffmann, Ediscience, Paris, 1970, p. 51.

17 Gallagher TC, Sasse MJ, Storr RC. Fragmentation of N-chlorotriazoles. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1979; 419-420.
18 Canada J, Claramunt RM, de Mendoza J, Elguero J. On the possibility of chlorotropy in aromatic azoles: the case of
1,2,3-triazoles and benzotriazoles. Heterocycles 1985; 23:2225-2228.
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®G
H H SnR3 % ﬂ SnR3
| | by - X—Y—
X—Y=Z == X—Y—z X—Y=Z === XV
Prototropia Estannotropia

Pirazol ('H NMR).

Prototropia, 40-60 kJ-mol-! (intermolecular) Q
SnR3: 20 kJ-mol~! (intramolecular):

3 ( ) N=N
Expansion 24
de valencia |:>/Sn\
del estafio R A R

Esquema 20. Migracion de un grupo SnR, en el pirazol.

En este caso, la migracion es muy facil ya que el proceso es intramolecular e implica una
expansion de valencia (de 4 a 5) del atomo de estafio. Dado que el atomo de estaiio es muy
voluminoso, conviene visualizar el proceso como si fuese el pirazol el que se desplazase
sobre la superficie del estafio. En cualquier caso, se trata de un fendmeno muy rapido que
conduce a la observacion de sefiales promedio finas en RMN de 'H.

VII. Tautomeria y estado fisico

Cuando se efectuan estudios de tautomeria, es muy importante tener en cuenta el estado
fisico de la muestra (Esquema 21).

ESTADO SOLIDO

SOLUCION  [=—=IH,0

(Gran efecto del disolvente sobre ®G y ®G¥)

Esquema 21. Los tres estados de la materia.

No hay muchos estudios de tautomeria en soluciéon acuosa, ya que cataliza los intercambios
prototropicos. Ademas, si se usa D,O, tiene lugar el intercambio de los X-H por X-D
(incluidos los C—H 4cidos) con pérdida considerable de informacién. Examinemos los dos
otros estados.

JHay prototropia en fase gas?

Como las prototropias son generalmente fendmenos intermoleculares (por ejemplo, la
migracion intramolecular-1,2 del proton en el pirazol es un proceso prohibido al que
corresponde una barrera muy grande) para que la prototropia tenga lugar en fase vapor es

necesario una colision entre dos moléculas o una colision con las paredes del aparato de
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medida. Esto es una condicion necesaria para determinar K por espectrometria de masas,
ICR (resonancia de ién-ciclotron) o SPE (espectroscopia de fotoelectrones). Es preciso
recordar que en EM ¢ ICR se trata de especies cargadas.

Las pruebas experimentales son dobles. La primera es que las proporciones de los dos
tautdmeros varian con la temperatura de manera reversible. La segunda es el experimento
descrito en el Esquema 22 ["]: el N- 6xido de benzotriazol cristaliza en uno u otro de los dos
tautomeros 25 y 26 segun las condiciones de cristalizacion (desmotropia). Que se parta de 25
o de 26, el espectro SPE es idéntico al del tautdmero mas estable, el N-hidroxibenzotriazol 26.

>
XH =——= HX
H
z
N
e | et
& z
25 N{} \ 26
OH

Pf=158 "C Pf=170°C

N
N Fase vapor
26 Nl

SPE
b 9

Esquema 22. Existencia de un equilibrio prototropico en fase vapor.

. Hay prototropia en el estado s6lido?

La respuesta es si, aunque raros son los compuestos que la presentan. Para que un sélido
soporte una transferencia de protdn sin destruccion de su estructura cristalina es necesario
que el estado inicial y el estado final sean iguales (proceso "autotropo"). Ademas, es necesario
un canal para el paso del proton, generalmente un enlace de hidrogeno. En fin, es necesario
que el numero de protones transferidos sea pequeno, 2 a 4. Esta Gltima condicion impide la
prototropia en las cadenas "infinitas" (muy largas) formadas por las moléculas de imidazol
[14] . Al contrario, ciertos pirazoles, como el 3,5-dimetilpirazol 27 presentan prototropia en
el estado sélido [*] (Esquema 23). Algunos pocos sistemas mas presentan prototropia en
cristales [*'].

N N N
K H Zay
Hon N\ ““\\\\H A e R Wt NZ Yy Wy \\“\\\\H

\—/ \—/ \—/
[14]n

H N ~ N‘\\N‘\
— 'ir H . Q |
N-., . N

H. _N “H,

E
|
e KL N Me Me AN
NE \.Me | Me N\
\:) Me )——Z

Me

Zimn I—Z

=
5

[27]3 (2713

Esquema 23. Los casos del imidazol y del 3,5-dimetilpirazol.
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Tautomeria y rayos X

La relacion entre tautomeria y rayos X (o difraccion de neutrones) merece ser clarificada.
En el Esquema 24, T1 y T2 son dos tautomeros de un mismo compuesto, HX y XH. El
caso mas frecuente es aquel en el cual la celdilla cristalina contiene un tnico tautomero,
por ejemplo T1. Es posible que T1 cristalice en diferentes grupos espaciales (generalmente
con conformaciones diferentes) lo cual se conoce con el nombre de polimorfismo. En otros
casos, el compuesto cristaliza, en funcion del disolvente, s6lo o con moléculas de disolvente;
en el ltimo caso se habla de pseudopolimorfismo.

Hay otras dos posibilidades, ambas raras pero conocidas en el caso heterociclos aromaticos:
1) El fenomeno conocido con el nombre de desmotropia [*223242526] en el cual un
compuesto cristaliza bajo formas tautomeras diferentes, algunas veces separadas (diferentes
disolventes), otras en el mismo ensayo de cristalizacion. En este ultimo caso, hay que
separarlos manualmente, bajo el microscopio. 2) A veces, en la celdilla unidad se encuentran
dos tautomeros, unidos por enlaces de hidrégeno, por ejemplo 28a y 28b (Esquema 26).

Caso mas frecuente (>99%) T1 |:f> ';‘,‘l?,ff,ﬁi’;',ﬂg

"celdilla unidad"

Casos raros (<1%)

Esquema 24. Coémo cristalizan los compuestos tautomeros.

VIII. El universo tridimensional de la tautomeria

Los estudios sobre tautomeria se pueden clasificar teniendo en cuenta tres ejes (Esquema
25): seglin que el grupo que migra sea el proton u otra entidad X (arriba/abajo), segun que el
fenomeno estudiado concierna la parte termodinamica (K) o la parte cinética (k) (diagonal),
o, finalmente, segiin que el medio del estudio sea la fase vapor, la solucion o el estado
solido (izquierda/derecha). En los 12 dominios (2 x 2 x 3) del Esquema 25, un circulo gris
corresponde a dominios donde escasean los datos experimentales.

Proton frente a X. Parte equilibrio (K): En general, mismo tautomero (salvo enlaces de
hidrogeno y efectos estéricos).

Proton frente a X. Parte cinética (k): la velocidad de migracion es muy dependiente de X: Sn
>Hg > H > Ge > Si > COR > Me > Ph (Esquema 18).
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Vapor/Solucion/Solido. Se observan grandes diferencias tanto en lo que concierne el
equilibrio (K) como la cinética (k). La fase vapor se parece a una solucion en un disolvente
apolar-aprotico (por ejemplo, hexano) a alta dilucion. En general, el tautdmero mas
abundante en solucion es aquel que se encuentra en el cristal (donde los enlaces de hidrogeno
intermoleculares juegan un papel esencial).

FASE VAPOR SOLUCION ESTADO SOLIDO
K K K
0, Rayos X,
I%\{'\; SPNIQS 90 /0 Dif. neutrones
PROTON !
k RMN, k
RMN, relajacién relajacion
K K
RMN Rayos X
X
RMN O
k k

Quimica tedrica

Esquema 25. Las 12 regiones de la tautomeria.

Efecto de los enlaces de hidrogeno sobre la posicion del equilibrio

Consideremos el caso de la tautomeria de las pirazol-5-onas, por ejemplo, la 1-fenil 28
(Esquema 26). Los dos tautomeros 28a y 28b tienen estabilidades comparables.

T\
NQ\OH H”N\Nﬁo
© 28a @ 280
H”NA\T\A\O

:"@ AN

30a 30b

DN

BN

;
Z N
I
A
29a

Esquema 26. Un enlace de hidrogeno intramolecular puede desplazar el equilibrio en ciertas
pirazolinonas.

Un enlace de hidrogeno intramolecular desplaza el equilibrio hacia la izquierda (29a) o hacia
la derecha (30b) segun el tautémero implicado.

Efecto de los enlaces de hidrogeno sobre la constante de velocidad &

Un enlace de hidroégeno intramolecular también ejerce una influencia sobre la velocidad de
transferencia del proton. Cuando la migracion del protéon implica la ruptura de un fuerte enlace
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X--+H intramolecular, el fenomeno se vuelve mas lento. Es el caso de los bencimidazoles del
Esquema 27: en RMN de 'H, (100 MHz, 28 °C, CDCl,), los 4 protones del anillo bencénico
aparecen como un sistema ABCD en el caso de los compuestos 30-32 y como un sistema
AA'BB' en el caso de los compuestos 33-35 [*7%].

Et
H [e) Me
H
! 7
@E: T @N MN_
Me
31 32: dimero?
Me Me

H H
N jr\: N —
o, T
N~ Me i
34H 35 H

Esquema 27. Influencia de un enlace de hidrogeno intramolecular sobre la velocidad de
migracion del protdn en ciertos bencimidazoles.

Tautomeria y quimica tedrica

En lo que concierne las relaciones entre la quimica tedrica y la tautomeria, el Esquema 28
resume la situacion actual. Sefialemos que de una manera general y salvo para estructuras
muy grandes (productos naturales, biomoléculas), los métodos semi-empiricos o de mecanica
molecular no deben ser utilizados.

19 Pfister-Guillouzo G, Gracian F, Paéz JA, Garcia Gomez C, Elguero J. Study of 1-hydroxybenzotriazole/ benzotriazole
N-oxide in the gas phase by photoelectron spectroscopy. Spectrochim. Acta 1995; A51:1801-1807.

2 Klein O, Aguilar-Parrilla F, Lopez .M, Jagerovic N, Elguero J, Limbach HH. A dynamic NMR study of the mechanisms
of double, triple and quadruple proton and deuteron transfer in cyclic hydrogen bonded solids of pyrazole derivatives. J. Am.
Chem. Soc., 2004, 126, 11718-11732 y referencias citadas.

2! Lépez Del Amo JM, Langer U, Torres V, Buntkowsky G, Vieth HM, Pérez-Torralba M, Sanz D, Claramunt RM, Elguero
J, Limbach HH. NMR studies of ultrafast intramolecular proton tautomerism in crystalline and amorphous N,N'-diphenyl-
6-aminofulvene-1-aldimine: solid-state, kinetic isotope, and tunneling effects. J. Am. Chem. Soc. 2008; 130:8620-8632.

2 Foces-Foces C, Llamas-Saiz AL, Claramunt RM, Lopez C, Elguero J. Structure of 3(5)-methyl-4- nitropyrazole in the
solid state: tautomerism, crystallography and the problem of desmotropy. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1994; 1143-1145.
3 Garcia MA, Lopez C, Claramunt RM, Kenz A, Pierrot M, Elguero J. Polymorphism vs. desmotropy: the cases of 3-phenyl-
and 5-phenyl-1H-pyrazoles and 3-phenyl-1H-indazole. Helv. Chim. Acta 2002; 85:2763-2776.

2 Reviriego F, Alkorta I, Elguero J. Desmotropy in reduced plumbagins: o- and B-dihydroplumbagins. J. Mol. Struct. 2008;
891:325-328.

» Holzer W, Claramunt RM, Lépez C, Alkorta I, Elguero J. A study in desmotropy. Solid State NMR, 2008; 34:68-76.

2 Elguero J. Polymorphism and desmotropy in heterocyclic crystal structures. Cryst. Growth. Des. 2011; 11:4731-4738.

7 Elguero J, Llouquet G, Marzin C. Tetrahedron Lett. 1975; 16:4085-4086.

#Marzin C, Peek M, Elguero J, Figeys HP, Defay N. Heterocycles 1977; 6:911-927.
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GAS SOLUCION
K K
Calculos: muy bien Calculos: regular
Experimental: impreciso (caso de H30, CCly,..)
Experimental: muy bien
k k
Calculos: dificiles Calculos: dificiles
Experimental: casi nada Experimental: bien
(DMSO, HMPT,...)

Esquema 28. Teoria y experimento.

Las cuatro posibilidades del Esquema 28 muestran la contradiccion entre el tedrico que
prefiere una molécula aislada y el experimentador que obtiene la mayoria de sus datos de fases
condensadas (solucion, estado sélido). Los caminos de reaccion, salvo los intramoleculares,
son dificiles de calcular. De la misma manera, los efectos de disolvente (generales y
especificos), bien que abordables, plantean serios problemas a nivel de calculo.

IX. ;Como determinar K ?

Si nos limitamos a la RMN de proton (para una revision, ver [*°]), que representa la gran
mayoria de las publicaciones de determinacion de K, encontramos dos situaciones que
hemos ilustrado en el Esquema 29 con el caso de la 1-fenil-3-metilpirazol-5-ona 36.

La proporcion de tautomero CH, 36a, que esta separado de los dos otros por una gran barrera
de activacion, se determina por integracion, ya sea del CH, o del metilo. La proporcion
relativa de los tautomeros OH, 36b, y NH, 36¢c, se determina por interpolacion ya que la
barrera que los separa es baja lo que conduce a la observacion de sefiales promedio. Para ello
hay que conocer los desplazamientos quimicos de productos modelo, generalmente O-Me y
N-Me, que, en general, constituye una fuente de posibles errores.

e t'H Me_ 4H Me 4 H
/A i/ \ _— N
N\Nlo N\N}\OH H \NXO
| |
Ph  36b Ph  36c

|
Ph 36a

M

Tautémero CH KTautc’)mero OH Tautéomero NH j
®G* > 85 kJ-mol™ ®G¥ < 20 kJ-mol™
36b + 36¢ 36a 36b+36c | 36a
H-4 CH; Me Me

Esquema 29. Determinacion de la tautomeria de las pirazolinonas por RMN de proton.

» Claramunt RM, Lopez C, Santa Maria MD, Sanz D, Elguero J. The use of NMR Spectroscopy to Study
Tautomerism. Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 2006; 49:169-206.
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En este campo el progresivo avance hacia espectrometros de altos campos (hoy los de 500
MHz son rutina) y la mayor pureza de los disolventes de RMN, sobre todo ausencia de agua
y de trazas de HCI) han hecho que la tautomeria se haya vuelta mas lenta y donde antes se
observaban sefales promedio hoy se ven sefales separadas.

X. Tautomeria y aromaticidad

Bien que esta puesta a punto esté dedicada a la tautomeria de los compuestos heterociclicos, es
bueno recordar que tautomeria y aromaticidad son dos conceptos intimamente relacionados.
En el Esquema 30 se ha representado la secuencia tolueno, anilina, tiofenol y fenol. Al
cambiar CH3 por NH2, SH y OH, la proporcién de tautomero no aromatico aumenta [Error:
Reference source not found]. Por otro lado, la adicion de anillos bencénicos disminuye la
aromaticidad del anillo central, como se ve en los ejemplos representados en el Esquema 30.

O O O
NH S —O
o

o O L

sooseliivelvosieceve

H H H
Predominante 50% 99%

Esquema 30. Tautomeria de compuestos aromaticos; los muy predominantes, encuadrados.

El Esquema 31 ilustra la aplicacion de estas ideas a los heterociclos. En el caso de las piridinas
sustituidas en posicion 4, las 4-metil y 4-amino piridinas existen en su forma aromatica
mientras que la 4-mercapto y, sobre todo, la 4-hidroxi existen parcialmente en sus formas
tiona y oxo. La adicion de anillos bencénicos desplaza el equilibrio hacia las formas imino,
tiona y oxo, tal es el caso de la 9-aminoacridina 37.

N@—CH: N@—NHZ NQSH N@OH
| f

H—N - ;NH 37
\

Esquema 31. Tautomeria de las piridinas sustituidas en posicion 4.
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Conclusiones.

1.- Si el quimico se encuentra involuntariamente con un problema de tautomeria.

Si el resultado obtenido se enmarca dentro del modelo que hemos presentado en esta revision,
no es necesario que se detenga a demostrar lo que ya es conocido. Si por el contrario, el
resultado esta en contradiccion con los conceptos basicos aqui enunciados, entonces seran
necesarias pruebas muy solidas, cuya interpretacion dara lugar a una publicacion importante.

2.- Si el quimico se propone estudiar un problema de tautomeria.

Por analogia con la teoria de la informacion de Shannon, el valor de un resultado depende de
la relacion entre lo que es nuevo y lo que era ya conocido. El Esquema 25 indica las zonas en
las cuales la informacion es escasa o nula y donde queda mucho trabajo que hacer.

Hoy dia, una contribucion importante a la tautomeria de los heterociclos necesita satisfacer
a una o varias de las siguientes condiciones: a) una molécula muy original; b) un nuevo
método de estudio (por ejemplo, microscopia crioelectronica); ¢) una fase rara (cristales
liquidos como disolventes; migracion de un metilo en fase solida, migracion de metales —
fluxionalidad— en cristales,...). Todo ello, en lo que se refiere al estado fundamental, ya que
el estudio de tautomeria en los estados excitados sigue aun muy poco estudiada.
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