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COMPOSICION QUIMICA, ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE Y ANTI-Candida albicans DE ACEITE
ESENCIAL DE LAS HOJAS DE Juglans neotropica Diels

“nogal peruano”

Norma Ramos Cevallos™®, Américo Castro Luna?, Felix Castillo Morales?, Lourdes
Victoria Tinoco?, Sixto Gonzales Elera?, Mario Alcarraz Curi®, Arcadio Zuiiiga Santi?,
Nicole Arquinigo Bazan?, Diana Victorio Cruz?®, Diana Chavez Rojas?, Yahaira Tapia

Burga®

RESUMEN

Introduccion. - El "nogal peruano" es un arbol grande distribuido en varias regiones del
Peru, principalmente en areas de bosques secundarios tardios y maduros. Las especies
proveedoras de aceites esenciales antioxidantes son consideradas valiosas para
aplicaciones en el area de la salud. Los aceites esenciales con diversos constituyentes
muestran efectos sinérgicos y pueden ser una alternativa eficaz para prevenir
enfermedades.

Objetivos. - Evaluar la composicion quimica, actividad antioxidante y anti-Candida
albicans del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels.

Materiales y métodos. - Se obtuvo el aceite esencial mediante una destilacion por
arrastre de vapor de agua. Se analiz6é su composicion quimica por un analisis GC-MS y
se evalud su actividad antioxidante segun los métodos de DPPHe y ABTS<+. Ademas, se
determind su actividad anti-Candida albicans, adaptando protocolos, utilizando
ketoconazol como referencia. Se diluyo el aceite en DMSO y se incub6 con Candida
albicans, midiendo el crecimiento mediante lecturas a las 24 horas en microplacas de 96
pocillos.

Resultados. - El analisis de la composicion quimica por GS-MS revel?6 la presencia de
compuestos como el fitol, a-pineno, a-caryophyllene, copaeno y D-limoneno. Segun el
método DPPHe, el aceite esencial mostrd un ICso de 52,25 ul/ml. Con el método ABTSe+
el ICso fue de 34,65 ul/ml. Sin embargo, no se observé actividad anti-Candida albicans.
Conclusiones. - Los compuestos quimicos de mayor importancia del aceite esencial de
hojas de Juglans neotropica Diels fueron el a-pineno, D-limoneno y Copaeno. Ademas,
present6 una actividad antioxidante regular y una nula actividad anti-Candida albicans.

Palabras clave: antioxidantes, Candida albicans, aceites volatiles, Juglans, antifungicos,
fitoquimicos.

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

b Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perl. Av. Germén
Amézaga N° 375 N.° 15081, Lima, Pera. *Autor de correspondencia: nramosc@unmsm.edu.pe
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CHEMICAL COMPOSITION, ANTIOXIDANT AND ANTI-
Candida albicans ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL FROM
THE LEAVES OF Juglans neotropica Diels “peruvian
walnut”.

ABSTRACT

Introduction. - The "nogal peruano" is a large tree distributed in several regions of Peru,
mainly in areas of late secondary and mature forests. Species supplying antioxidant
essential oils are considered valuable for health applications. Essential oils with various
constituents show synergistic effects and can be an effective alternative to prevent
diseases.

Objectives. - To evaluate the chemical composition, antioxidant and anti-Candida
albicans activity of the essential oil of Juglans neotropica Diels leaves.

Materials and methods. - The essential oil was obtained by steam distillation. Its
chemical composition was analyzed by GC-MS analysis and its antioxidant activity was
evaluated according to DPPHe and ABTSe+ methods. In addition, its anti-Candida
albicans activity was determined, adapting protocols, using ketoconazole as a reference.
The oil was diluted in DMSO and incubated with Candida albicans, measuring growth by
24-hour readings in 96-well microplates.

Results. - Chemical composition analysis by GS-MS revealed the presence of compounds
such as phytol, a-pinene, a-caryophyllene, copaene and D-limonene. According to the
DPPHe method, the essential oil showed an IC50 of 52.25 ul/ml. With the ABTSe+
method the IC50 was 34.65 ul/ml. However, no anti-Candida albicans activity was
observed.

Conclusion. - The most important chemical compounds of the essential oil of Juglans
neotropica Diels leaves were a-pinene, D-limonene and Copaene. In addition, it
presented regular antioxidant activity and null anti-Candida albicans activity.

Key words: antioxidants, Candida albicans, oils volatile, Juglans, antifungal agents,
phytochemicals.

INTRODUCCION

El "nogal peruano" (Juglans neotropica Diels) es un arbol de gran tamafo, con un tronco
recto y cilindrico, que puede alcanzar hasta 35 metros de altura y tener un diametro de
entre 30 y 120 centimetros. En el Peru, se encuentra distribuido en varias regiones,
incluyendo Amazonas, Cajamarca, Cusco, Huancavelica, Junin, La Libertad,
Lambayeque, Cerro de Pasco y desde altitudes de 500 hasta 3300 metros sobre el nivel
del mar, principalmente en 4reas de bosques secundarios tardios y maduros .

Las especies proveedoras de aceites esenciales con actividad antioxidante se consideran
como fuentes potenciales para el descubrimiento y desarrollo de compuestos activos con
aplicaciones médicas, farmacéuticas y cosméticas. Tienen una gran ventaja sobre los
antioxidantes sintéticos que se sospecha sean nocivos para la salud ?. Actualmente existe
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un gran interés en el disefio y desarrollo de formulaciones innovadoras que incluyen estos
aceites esenciales.

Los aceites esenciales pueden contener mas de 50 constituyentes en su composicion
quimica y sus evaluaciones in vitro e in vivo estan asociadas a los efectos sinérgicos
resultantes . Se ha demostrado que los aceites esenciales ricos en fenoles como el
eugenol y timol exhiben un buen potencial antioxidante en los sistemas bioldgicos, a
comparacion de los no fendlicos ©. Por esta razon, los aceites esenciales pueden ser
alternativa eficaz para prevenir la auto oxidacion, mantener el equilibrio endogeno entre
los antioxidantes y la generacion de radicales libres, y asi revertir y mejorar las
enfermedades degenerativas .

El contenido de compuestos bioactivos en las plantas es dependiente del ambiente y
manera en la que se desarrolld; estos factores afectan en gran medida sus compuestos
quimicos y por ende sus propiedades medicinales . El objetivo del presente trabajo es
evaluar la composicién quimica, actividad antioxidante y anti-Candida albicans del
aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels.

PARTE EXPERIMENTAL

Colecta y tratamiento de las muestras

Las hojas de Juglans neotropica Diels fueron adquiridas en el distrito de Chachapoyas,
departamento de Amazonas, Pera. El proceso de recoleccion tuvo lugar a principios del
afio 2023. Posteriormente, las hojas se dejaron al aire libre, expuestas directamente a la
luz solar, con el fin de llevar a cabo su secado.

Obtencion del aceite esencial

El aceite esencial de las hojas de Juglans neotropica Diels se obtuvo utilizando un
destilador semi industrial de acero inoxidable que funcionaba con vapor de agua. Cada
destilacion se llevo a cabo con una cantidad de 6 Kg de material, y en total se procesaron
13 kg de materia vegetal seca. El rendimiento final fue de 0,03 % v/p de aceite esencial
de Juglans neotropica Diels.

Determinacion de la composicion quimica

La composicion quimica del aceite esencial extraido de las hojas de Juglans neotropica
Diels fue analizada mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS) utilizando el equipo GC Thermo Finnigan, TRACE-MS Cuadrupolo con el
método de inyeccion liquida. Se empled una columna capilar RESTEK 5% diphenyl /
95% dimethyl polysiloxane, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um a una temperatura inicial de 80
°C. La velocidad de flujo utilizada fue de 1 ml/min, y se utilizé helio como gas de arrastre.
Para la identificacion de los compuestos quimicos volatiles presentes en la muestra, se
compararon los tiempos de retencion y los datos espectrales con la libreria NIST 2014.

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

Se desarroll la metodologia propuesta por Blois ), a partir de una solucion stock al 40
% de 2,2-Difenil-1-Picril Hidrazilo se prepar6 una solucion de trabajo en el rango de 0,6
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a 0,7 de absorbancia. Este radical cromoforo de color violeta es estable, y cuando es
reducido a hidracina se decolora a amarillo palido a una longitud de onda de 517 nm. Este
radical diluido se enfrentd con las concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 ul/ml de aceite
esencial Juglans neotropica Diels.

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

Se desarrollé la metodologia de Re ), la cual utiliza al radical cationico ABTS™, 2,2’-
azinobis (3-acido etilbenzotiazolina-6-sulfonico), cromodforo azul-verdoso, que es
inhibido a una longitud de onda de 734 nm por compuestos antioxidantes. Se prepard una
solucion de trabajo a partir de 3,92 mg/ml del radical ABTS™ hasta llegar al rango de
0,680 - 0,720 de absorbancia. Este radical diluido se enfrentd con las concentraciones de
10, 20, 30, 40 y 50 ul/ml de aceite esencial Juglans neotropica Diels.

Determinacion de la actividad anti-Candida albicans

Se realiz6 una prueba de microdilucion cuantitativa de la muestra del aceite esencial de
Juglans neotropica Diels, para determinar la menor concentracion capaz de inhibir el
crecimiento de Candida albicans siguiendo los protocolos modificados de Liu ef al. en
2007 "?. Se diluy¢ el aceite esencial en DMSO, adaptando el esquema de diluciones de
drogas insolubles en agua de los protocolos CLSI M27-A2 !V en un rango de 0,078125
y 40 ul/ml. Se us6 como antifungico de referencia al ketoconazol en concentraciones entre
0.0313 y 16 ug/ml. La cepa de Candida albicans fue inoculada en agar dextrosa
Sabouraud a 37°C, para luego diluir en solucién salina al 0,85% hasta obtener 1,5 x 10°
UFC/ml. Se us6 microplacas de 96 pocillos, en cada pocillo se coloco 100 ul de la muestra
o referencia y 100 ul de indculo con indicador de resazurina 20 mg/ml y se realiz6 la
lectura 24 horas después a una incubacion de 37°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la composicion quimica

El anélisis cromatografico de gases acoplado a espectrometria de masa revelo la presencia
de diversos compuestos de interés como lo es el fitol, a-pineno, copaeno, a-
caryophyllene, Germacrene D, entre otros. Cada compuesto presentd un tiempo de
retencidn caracteristico que se puede apreciar en la Tabla 1.

La composicion quimica del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels destaca
la presencia de a-pineno, a-caryophyllene y D-limoneno, los cuales son caracteristicos en
el género Juglans >3, ademas, se encontrd la presencia de a-Muuralene, y-Muuralene
y Germacrene D compuestos sesquiterpénicos estudiados gracias a su potencial
antimicrobiano y antifiingico 9.
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Tabla 1. Datos cromatograficos de los compuestos quimicos del aceite esencial de hojas
de Juglans neotropica Diels

Componente Tiempo de retencion
a-pineno 1,02
D-limoneno 1,13
Copaeno 1,99
Copaeno 2,13
Biciclo[7.2.0Jundec-4-eno,4,11,11- 2,35

trimetil-8-metilen-, (1R,4Z,9S)-

a-caryophyllene 2,47
y-Muuralene 2,54
Germacrene D 2,61

alpha-muurolene (naphthalene,
1,2,4a,5,6,8a-hexahydro-4,7-

dimethyl-1-(1-methylethyl)-, 2,64

(1S,4aS,8aR)-)
Cis-asarone 2,88
Spathulenol 3,03
Aromadendrene oxide (2) 3,32
Phytol 5,25

Determinacion de la actividad antioxidante in vifro por el método de captacion del
radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPHe¢)

El aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels exhibi6 una actividad antioxidante
alta segun el método DPPHe en un rango de 10 y 50 ul/ml con un porcentaje de inhibicion
de radicales libres del 14,26% y 48,18% respectivamente como se puede apreciar en la
Tabla 2.

La actividad antioxidante de los radicales libres depende de la estructura quimica y de la
cantidad de los componentes quimicos que poseen los aceites esenciales, uno de ellos son
los compuestos dadores de hidrogeno y electrones !¥. Uno de los componentes
identificados por el analisis GC/MS, es el fitol, un diterpeno de los alcoholes ciclicos
insaturados, que por la presencia de un doble enlace no conjugado no es un excelente
dador de electrones, no obstante, es considerado un precursor de filoquinonas y
tocoferoles los cuales son compuestos con gran capacidad antioxidante ¥, ademas, el
grupo hidroxilo del fitol podria estabilizar algunos radicales libres !”). Algunos autores
sugieren que el fitol en un medio lipofilico puede tener accion mas inhibidora ®, una
caracteristica de los aceites esenciales es que la mayoria son solubles en alcoholes.
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Tabla 2. Captacion de radical libre DPPHe del aceite esencial de hojas de Juglans
neotropica Diels

Juglans neotropica Prom. Abs % Inhibicion DPPHe
Diels (pL /ml)
0 0,4207 0,00
10 0,3607 14,26
20 0,3150 25,12
30 0,2817 33,04
40 0,2407 42,79
50 0,2180 48,18

IC 50 = 52,25 ul/ml

El copano ha sido un componente quimico de otros aceites esenciales, los cuales han
presentado en los métodos in vitro actividad antioxidante distantes a la de los estandares
como el trolox y 4cido ascérbico !, En un aislamiento de a-pineno ha presentado un
valor de IC50 =310 ug/ml en el método DPPHe 2%, 1o cual indicaria y le estaria otorgando
al aceite esencial un poder antioxidante muy inferior al estandar Trolox. En otras
investigacion el trolox ha presentado ABTS y DPPH inhibicion del radical, tres veces
mejor que el D-limoneno ha presentado en el método V.

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

El aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels exhibi6 una actividad antioxidante
alta segin el método ABTSe+ en un rango de 10 y 50 ul/ml con un porcentaje de
inhibicion de radicales libres del 22,50% y 63,03% respectivamente como se puede
apreciar en la Tabla 3.

Los IC50 obtenidos fueron de 52,25 ul/ml y 34,65 ul/ml de aceite esencial Juglans
neotropica Diels en los métodos DPPHe y ABTSe+, respectivamente. El estdndar trolox
presentd IC50 de 2,0219 x 107 ul/ml en el método DPPHe y 2,649 x 107 ul/ml en
ABTSe+, lo cual indica que el aceite esencial de Juglans neotropica Diels si posee
actividad antioxidante pero muy inferior al estandar. Los resultados de la presente
investigacion en ambos métodos muestra mejor inhibicién del radical ABTSe+, este
radical tiene mayor afinidad en los medios de reaccion hidrofilicos y lipofilico, a
diferencia del DPPHe caracterizado por el medio lipofilico ??. Es importante resaltar que
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los compuestos bioactivos en conjunto pueden presentar accidn sinérgica o antagonica,
lo cual influye en la actividad inhibitoria de radicales libres ¥,

Tabla 3. Captacion de radical cationico ABTSe+ del aceite esencial de hojas de Juglans
neotropica Diels

Juglans neotropica Prom. Abs % Inhibicion ABTS™
Diels (uL /ml)
0 0,659 0,0000
10 0,5107 22,5038
20 0,3941 40,1973
30 0,3365 48,9378
40 0,2899 56,0091
50 0,2436 63,0349

IC 50 = 34,65 ul/ml

Determinacion de la actividad anti-Candida albicans

El aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels exhibié una concentracién minima
inhibitoria (CMI) de > 40 ul/ml a las 24 y 48 horas seglin la Tabla 4 por lo que no se
considera que tenga una actividad anti-Candida albicans en las concentraciones
ensayadas.

Tabla 4. Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria del aceite esencial de
hojas de Junglans neotropicans Diels frente a Candida albicans

Tratamiento C. albicans C. albicans
(24 h) (48 h)

Ceite esencial de J.
neotropicans Diels > 40 ul/ml > 40 ul/ml

Ketoconazol 2 ug/ml 8 ug/ml

El aceite esencial de las hojas de Juglans neotropica Diels presenté un CMI de > 40 ul/ml
a las 24 y 48 horas. por lo que se concluye que no tiene actividad anti-Candida albicans
en las concentraciones ensayadas. El control ketoconazol también disminuyd su valor de
CMI de 2 a 8 ul/ml, lo cual denota una actividad fungistatica y no fungicida. Autores
como Omar et al. (2001) estudiaron en Colombia la corteza de 14 arboles usados
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tradicionalmente para tratar infecciones cutaneas en busqueda de nuevos antifingicos, el
extracto de corteza de arbol de Juglans neotropica Diels presentd una actividad anti-
Candida albicans minima, mientras que el extracto de corteza de arbol de Juglans cinerea
tuvo el espectro mas amplio de actividades contra Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus fumigatus de una magnitud mas considerable *¥. Reynaldo et al.
(2021) realizaron un estudio sobre la actividad antimicrobiana del aceite esencial de hojas
de Juglans neotropica Diels en Perl, determinaron un baja actividades contra
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus, sin
embargo, se deduce que la poca actividad que presenta es gracias a los hidrocarburos
monoterpénicos, sesquiterpénicos y sus derivados oxigenados como el D-limoneno ®.
Otros estudios afirman la baja actividad del aceite esencial de hojas del género Juglans
frente a Staphylococcus epidermidis (15,62 ug/ml), Pseudomonas aeruginosa (31,25
ug/ml) y Staphylococcus aureus (15,62 ug/ml) y Candida albicans (> 40 ul/ml) ***7,

CONCLUSIONES

Se logré evaluar la composicion quimica del aceite esencial de hojas de Juglans
neotropica Diels, siendo los compuestos de mayor importancia el a-pineno, D-limoneno
y Copaeno; debido a que son caracteristicos de la especie y con gran potencial
antioxidante. La actividad antioxidante del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica
Diels se evalué mediante los métodos DPPHe y ABTSe+ obteniendo un IC50 de 52,25
ulL/mL y 34,65 uL/mL, respectivamente, evidenciando una alta capacidad antioxidante
del aceite. Finalmente, la actividad anti-Candida albicans del aceite esencial de hojas de
Juglans neotropica Diels exhibi6 una concentracion minima inhibitoria (CMI) de >40
ulL/mL a las 24 y 48 horas, por lo tanto se evidencia una actividad nula de las
concentraciones ensayadas.
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RESUMEN

Los hidrocarburos aromaticos BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) son
contaminantes persistentes y toxicos provenientes de actividades industriales y derrames
de petréleo que afectan significativamente la calidad del agua, del suelo y la salud
humana. Dadas las limitaciones de los métodos fisicoquimicos para la remediacion de
estos contaminantes, la biorremediacion, particularmente mediante el uso de microalgas
como Chlorella sp., emerge como una alternativa eficiente y sostenible debido a su
capacidad para biodegradar compuestos organicos contaminantes y adaptarse a diversas
condiciones ambientales. Es por eso que este estudio evalud la eficiencia de
biodepuracion de hidrocarburos BTEX utilizando la microalga Parachlorella kessleri,
aislada y caracterizada morfoldgica y molecularmente. Se determind su cinética de
crecimiento, obteniendo una fase exponencial de 120 horas, una velocidad especifica de
crecimiento p=0,0230 h™" y un tiempo de generacion G=30,15 h. La medicion de BTEX
mediante cromatografia de gases FID mostrd alta precision y selectividad, con
concentraciones minimas detectables para benceno de 0,4 mg/L, tolueno 1,7 mg/L,
etilbenceno 4,7 mg/L y xilenos entre 1,4-7,2 mg/L. Parachlorella kessleri demostr6 una
notable capacidad de biorremediacion, eliminando hasta 93,6% de benceno, 78,1% de
tolueno, 66,0% de etilbenceno y 73,7% de xilenos en cinco dias. Estos resultados destacan
el enorme potencial de las microalgas en la mitigacion de la creciente contaminacion
ambiental e invita a revalorar el papel de la biotecnologia para enfrentar de manera
sostenible los desafios ambientales globales contemporaneos.

Palabras clave: Chlorella, Hidrocarburos aromaticos, Biorremediacion, BTEX, Biotecnologia
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UNLOCKING THE POTENTIAL OF Chlorella sp. FOR
BTEX REMOVAL: AN INNOVATIVE APPROACH
TO BIOREMEDIATION

ABSTRACT

BTEX aromatic hydrocarbons (benzene, toluene, ethylbenzene and xylene) are persistent
and toxic pollutants from industrial activities and oil spills that significantly affect water
and soil quality as well as human health. Given the limitations of physicochemical
methods for the remediation of these contaminants, bioremediation, particularly through
the use of microalgae such as Chlorella sp., emerges as an efficient and sustainable
alternative due to its ability to biodegrade contaminating organic compounds and adapt
to various environmental conditions. Hence, this study evaluated the efficiency of BTEX
hydrocarbon biopurification using the microalgae Parachlorella kessleri, isolated and
morphologically and molecularly characterized. Its growth kinetics were determined,
obtaining an exponential phase of 120 hours, a specific growth rate p=0.0230 h™" and a
generation time G=30.15 h. Measurement of BTEX by FID gas chromatography showed
high precision and selectivity, with minimum detectable concentrations for benzene of
0,4 mg/L, toluene 1,7 mg/L, ethylbenzene 4,7 mg/L, and xylenes between 1,4-7,2 mg/L.
Parachlorella kessleri demonstrated a remarkable bioremediation capacity, removing up
to 93,6% of benzene, 78,1% of toluene, 66,0% of ethylbenzene and up to 73,7% of
xylenes in five days. These results highlight the enormous potential of microalgae in
mitigating growing environmental pollution and sets an invitation to reevaluate the role
of biotechnology to sustainably address contemporary global environmental challenges.

Keywords: Chlorella, Aromatic hydrocarbons, Bioremediation, BTEX, Biotechnology

INTRODUCCION

Los impactos de la contaminacién a causa de hidrocarburos aromaticos, y en especial los
hidrocarburos aromaticos, mono y disustituidos, conocidos como BTEX (benceno,
tolueno, etilbenceno y xileno) representan un problema ambiental critico que repercute
en ecosistemas acuaticos y terrestres'2. La procedencia principal de estos contaminantes
corresponde a actividades industriales, derrames de petrdleo y el excesivo uso de
productos derivados del petroleo. Estos se caracterizan por una elevada persistencia y
toxicidad, lo que compromete significativamente la calidad del agua, del suelo, y la salud
de los organismos vivos®. Adicionalmente, los BTEX estdn asociados a posibles efectos
carcinogénicos, teratogénicos y mutagénicos en animales y humanos®, lo que sefiala la
necesidad de desarrollar métodos sostenibles y eficientes para su remocioén del medio
ambiente.

Los métodos tradicionales de remediacion de BTEX incluyen técnicas fisicoquimicas
como la adsorcion con carbon activado, la oxidacidon avanzada y la filtracion mediante
membranas. Aunque estas tecnologias han demostrado ser efectivas en la eliminacion de
BTEX, presentan limitaciones significativas, tales como altos costos operativos,
generacion de subproductos toxicos y dependencia de condiciones especificas que pueden
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no ser factibles en todos los contextos®”. En este sentido, la biorremediaciéon emerge
como una alternativa prometedora y mas ecoldgica, aprovechando la capacidad de
algunos organismos vivos para degradar compuestos organicos contaminantes de manera
natural®.

La biorremediaciéon es una estrategia para la descontaminacion de ambientes
contaminados que emplea organismos como microalgas, hongos, bacterias, consorcios
microbianos o procesos (aerobicos o anaerdbicos)’, para reducir la concentracion y
toxicidad de determinados contaminantes, basada en la aceleracion del proceso natural de
biodegradacion de determinadas sustancias en el medio ambiente; donde la velocidad del
proceso depende de condiciones ambientales como temperatura, presencia de oxigeno,
nutrientes y pH'®. Estos microorganismos pueden utilizar contaminantes, compuestos
organicos o inorgdnicos, como fuente de energia o carbono durante sus procesos
metabodlicos, utilizdndolos como nutrientes o pudiendo ser degradados
enziméticamente'!.

Esta técnica se puede dividir en dos categorias: in situ (en un sitio contaminado) y ex situ
(en otro lugar que no sea el area contaminada)'*!®. La ficorremediacién, es un tipo de
biorremediacion que se refiere a la utilizacion de micro o macroalgas para la remocion de
contaminantes de aguas residuales, suelos contaminados y CO> del aire contaminado'4,
lo que aporta una mejora a los métodos convencionales, demostrando ser una solucién
sostenible y ayudando a reducir la carga de contaminantes en el medio ambiente'.

El cultivo de microalgas proporciona un biotratamiento que ha han captado la atencion
de los investigadores debido a su versatilidad y eficiencia metabélica'®. Son numerosas
las investigaciones y proyectos que han utilizado las microalgas para metabolizar una
amplia gama de contaminantes organicos, y que a su vez han utilizado la biomasa
obtenida de estos ambientes contaminados para la produccion de biocombustibles como
biodiesel, biogas y bioetanol, asi como otros productos industriales'”!%,

Se ha demostrado que varias especies de microalgas de diferentes géneros, como
Botryococcus, Chlamydomonas, Chlorella y Phormidium, tienen diferentes fines de
ficorremediacion. Sin embargo, seleccionar las especies de algas mas adecuadas para la
eliminacion de ciertos contaminantes requiere mas investigacion en areas clave. El uso
de microalgas en la biorremediacién del petrdleo crudo sigue siendo un éarea de
investigacion interesante en discusion. Algunas especies de algas pueden oxidar y
degradar muchos tipos de hidrocarburos en componentes menos dafiinos, lo que sugiere
su potencial para remediar el petroleo crudo, asi como hidrocarburos aromaticos
especificos'®. Varios estudios demuestran la capacidad de diferentes especies de
microalgas para biodegradar compuestos organicos en otras condiciones o regimenes
metabdlicos utilizando carbono organico como fuente de energia o carbono?.

Entre las diversas especies de microalgas, Chlorella sp. destaca por su robustez, alta tasa
de crecimiento y capacidad para adaptarse a diferentes condiciones ambientales, lo que
la convierte en una candidata ideal para aplicaciones de bioremediacion?!.

PARTE EXPERIMENTAL

Aislamiento y purificacion de Chlorella sp.

Se obtuvo un cultivo mixto de microalgas proporcionadas por el Laboratorio de Biologia
acuatica de la Escuela de Biologia de la Universidad Nacional de San Agustin. Se empled
el método de diluciones seriadas con medio BBM (Basal Bold Medium). Después de 5
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dias de incubacion, se valido el aislamiento de una sola especie de microalga mediante
observacion en microscopio.

Para la purificacion del cultivo de la cepa ya aislada de Chlorella sp., se emplearon los
métodos de Lavado por centrifugacion y Ultrasonido, para la eliminacion de bacterias. Se
depositaron 6 mL de cultivo en fase de crecimiento exponencial en un tubo Falcon y se
sometio a ultrasonido de baja frecuencia introduciendo el tubo en un bafio de agua durante
15 segundos a 90 kHz. Luego, se centrifugd por 90 segundos a 2000 RPM. Se descarto el
sobrenadante y se conservo el pellet. Se adicionaron 6 mL de medio Basal Bold estéril,
se volvid a suspender el pellet y se repitio el proceso de centrifugacion cinco veces.

Caracterizacion microscopica de Chlorella sp.

Se observo en fresco en microscopio a 40X y 100X y se midio el didmetro a través de la
captura de microfotografias. Posteriormente, se analizaron las principales caracteristicas
estructurales de los cloroplastos.

Caracterizacion macroscopica de Chlorella sp.

En una camara de flujo laminar en presencia de mechero, se cultivé la microalga en placas
Petri con medio Agar BBM con la técnica de rayado en estria. Para la elaboracion del
medio Agar BBM, se empled la composicion descrita reportada con anterioridad®® y 2%
de agar. Se deposit6 en placas Petri y se esterilizo en autoclave a 120°C y 1,1 kg/cm?® de
presion durante 15 minutos. Seguidamente, se dejo enfriar al ambiente para su
solidificacion. Se sembro el medio con un asa de Kolle. Se colocaron las placas invertidas
en un ambiente de luz controlada y se incubé durante 6 dias?>. Se determin6 la morfologia
y pigmentacion de las colonias, asi como el tiempo de crecimiento.

Determinacion de la cinética de crecimiento de Chlorella sp.

Se monitored el crecimiento de la microalga mediante lecturas de su densidad poblacional
por conteo en cdmara de Neubauer, asi como por espectrofotometria, previa elaboracion
de una curva patrén.

Recuento celular en camara de Neubauer

Se agit6 el cultivo hasta obtener una distribuciéon homogénea y se succiond muestra del
cultivo con una pipeta Pasteur. Se llend la cdmara de Neubauer con el cubreobjeto puesto,
asegurando que los canales laterales se encuentren llenos. Se enfoco la cadmara en el
objetivo 10X del microscopio y se contaron todas las células presentes en el cuadrante
central subdivididos en 25 cuadrados pequefios. Se diluy6 la muestra, 1:10, cuando el
cultivo estaba muy concentrado. Se ejecutaron los conteos con intervalos de 24 horas. La
concentracion celular fue calculada de acuerdo con la féormula:

C =N-10*-dil

En donde: C corresponde a la concentracion (cel/ml); N, al promedio de células presentes
en 1 mm3 (0.1 puL) y dil, al Factor de dilucion®*.
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Cuantificacion de densidad poblacional por espectrofotometria

Se determiné la concentracion celular indirectamente a través de la densidad optica del
cultivo empleando un espectrofotdmetro. Se calibro el equipo con medio BBM estéril. Se
agito el cultivo recién inoculado hasta su distribucion homogénea. Se lleno6 la celda optica
con la muestra. En caso de altas concentraciones de cultivo, se realizo una dilucion 1:10.
Se midio la absorbancia en el espectrofotdometro, usando las longitudes de onda 435 nm,
440 nm, 680 nm.

Para la seleccion de las longitudes de onda, se empled el método de Determinacion de la
longitud de onda maxima por barrido espectral del Thermo Scientific INSIGHT 2
Software®. Asimismo, se consideraron las longitudes 440 nm y 680 nm, reportadas por
Cho, C., Nam, K., Seo, Y.H. et al y Zuliani L, Frison N, Jelic A, et al?*?’.

Se elabor6 una curva de crecimiento con los datos de la densidad optica, considerando:

DO =100—-T

En donde: DO = Densidad optica; T = Transmitancia, % de luz incidente recibida por el
fotodetector?*.

Asimismo, se calcularon los pardmetros cinéticos de densidad optica considerando:
InN —LnNy = u(t—ty) ;9 =0,693/u

En donde: N = Densidad optica; u = constante especifica de velocidad de crecimiento; g=
tiempo de generacion

Caracterizacion molecular la microalga Chlorella sp.

Se extrajo el DNA de la microalga mediante el método fenol-cloroformo alcohol
isoamilico. Se depositaron 1,5 mL de cultivo de microalga en un tubo Eppendorf. Se
centrifug6 a 13000 rpm por 2 minutos. Se decanto el sobrenadante y se conservo el pellet
de biomasa. Se adicioné 1 mL de Buffer de Lisis a pH 7,5, como fue reportado®®. Se
sometio la mezcla a vortex, a 30 RPS por 1 minuto. Se adicionaron micro perlas y se
mantuvo a -20°C por 5 minutos. Seguidamente, se sometié a Vortex por 5 minutos.
Nuevamente se mantuvo a -20°C por 5 minutos y a vortex por otros 5 minutos. Se rescato
el sobrenadante y se adiciond 500 pL de fenol cloroformo alcohol isoamilico 25:24:1. Se
sometio la mezcla a vortex por 1 minuto. Se centrifugo la suspension a 12000 rpm por 10
minutos. Se transfiriéo 650 uL del sobrenadante a un nuevo Eppendorf'y se adiciond 1000
uL de alcohol isopropilico. Se invirtio el Eppendorf 5 veces y se centrifugd a 12000 rpm
por 10 minutos a 4 °C. Se mantuvo a 4 °C por 12 horas. Se removio el sobrenadante y se
lavo el pellet con 500 pL de etanol al 70%. Se removio6 el etanol. Se dejaron evaporar las
trazas restantes de etanol®®.

Se volvid a suspender el DNA con 40 pL de agua ultrapura. Se valid6 la extraccion de
DNA por electroforesis en gel de agarosa 1,5% por 15 minutos, a 100 mV y 400 mA?8,

Amplificacion del 18S rRNA y 28S rRNA

Se tomo 1 pL. de muestra y se mezclo con 19 pL. de Méster Mix. Para la elaboracion del
Master Mix, se midieron con micropipetas los componentes mostrados en la Tabla 1%,
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El ADN genomico de la region 18S rRNA fue amplificada en PCR usando los primers:
Forward 5'-GCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC-3' y Reverse 5'-
GACCATACTCCCCCCGGAACC-3'?*3 Por otro lado, para la amplificacién de la zona
28S rRNA, se usaron los primers: Forward 5-AGCGGAGGAAAAGAAACTA-3 y
Reverse 5-TACTAGAAGGTTCGATTAGTC-'3 *!-,

El programa usado para PCR se muestra en la Tabla 1. Detalle del programa de PCR
usado para este estudio. Los programas se utilizaron para amplificar la secuencia
ribosémica para la identificacion de la cepa de microalgas.**

Tabla 1. Detalle del programa de PCR usado para este estudio. Los programas se
utilizaron para amplificar la secuencia ribosomica para la identificacion de la cepa de
microalgas.

18S rRNA 28S rRNA
FASE Numero Numero
Temperatura Tiempo de  Temperatura Tiempo  de
°C (s) ciclos °C (s) ciclos

Desnaturalizacion 95 300 1 95 240 1
inicial
Desnaturalizacion 95 30 95 30
Hibridacion 56 60 35 52.5 20 30
Elongacién 68 60 68 90
Extension final 68 300 1 68 480 1
Almacenamiento 4 o 1 4 0 1

Tomado de Medina C.3

Secuenciacion molecular

Se realizaron dos secuenciaciones habiéndose empleado primers forward y reverse para
ambos amplicones, 18S rRNA y 28S rRNA.

Se ingreso6 la secuencia de nucle6tidos en la base de datos NUCLEOTIDE BLAST de la
NCBI para la identificacién taxonémica de la microalga®.

Cuantificacion de hidrocarburos aromaticos BTEX por cromatografia de gases FID

Para la evaluacion de la depuracion de hidrocarburos por medio de Chlorella sp. se
prepard soluciones de hidrocarburos aromadticos (Benceno, tolueno, etilbenceno y
xilenos). La concentracion remanente, después de 120 horas, fue evaluada usando un
cromatdgrafo Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra usando una columna Zebron ZB-35. Para
el analisis cuantitativo se us6 BTEX, material certificado conteniendo 2000 pg/mL en
metanol, de benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos obtenido de Merck Peruana S.A. asi
como los otros reactivos.

Tanto las soluciones estandar de concentracion conocida, como los concentrados
obtenidos de los tratamientos fueron filtrados con jeringas de 5 ml y membranas Nylon
de 0,22 um marca RephiQuik en viales de vidrio ambar. Posteriormente se sellaron e
insertaron en el inyector automatico 4OC-20I acoplado al cromatdgrafo de gases. Las
soluciones estdndar fueron leidas repetidas veces variando las condiciones
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cromatograficas hasta lograr establecerlas y poder resolver los tiempos de retencion y
picos en los cromatogramas obtenidos. Las condiciones experimentales elegidas se
basaron en el trabajo de Sidisky L.%

Evaluacion la capacidad de Chlorella sp. para biodepurar hidrocarburos BTEX a
distintas concentraciones

Con el fin de estimar la capacidad biodepuradora de Chlorella sp, se dividio6 el proceso
en las siguientes etapas: Biorreaccion, extraccion, concentracion y cuantificacion. Para
la etapa de biorreaccion, se optd por simular muestras de aguas contaminadas con
hidrocarburos mediante la elaboracion de soluciones de hidrocarburos BTEX de
concentraciones conocidas, con el objetivo de estimar en primera instancia
concentraciones mdaximas remediables de BTEX por la microalga. Asimismo,
considerando que la fuente de carbono es el reactivo limitante de la biorreaccion, su
cantidad podria influir en la eficiencia de esta, por ende se optd por evaluar la relacion g
de BTEX/ UFC de Chlorella sp., a través de la manipulaciéon del volumen de
contaminante BTEX disponible para biorremediar versus una concentracion estandar de
densidad poblacional de Chlorella sp., con el objetivo de definir el valor de dosis de
inoculacidn requerida para una eficiencia optima para casos de aplicacion donde desee
emplearse este método de biodepuracion de BTEX. Al tratarse de un sistema bifasico
compuesto de una fase organica contenedora de los contaminantes y otra acuosa portadora
de los entes biorremediadores, se realizaron procesos de seleccion de solventes organicos
y surfactantes, por lo que se tomaron como referencias antecedentes reportados en
repositorios cientificos y para su seleccion fueron sometidos a pruebas experimentales.
Finalmente, para la neutralizacion de la biodepuracion se selecciond el método de
microfiltracion.

Asimismo, para la etapa de Extraccion, se selecciono el método liquido-liquido. El
sistema de alimentacion estuvo conformado por el contenido del biorreactor de
tratamiento de BTEX por Chlorella sp. y como solvente extractor se selecciond
diclorometano de grado HPLC. El extracto del proceso resultante fueron los
Hidrocarburos aromaticos BTEX recuperados en el solvente, y el refinado del proceso,
por el resto de la alimentacion. Se estableci6 la repeticion del proceso de extraccion para
el refinado obtenido, con la finalidad de obtener una eficiencia del 99,9% de extraccion.
Luego se procedi6 a la concentracion de la muestra usando un evaporador rotatorio.
Finalmente, el extracto concentrado se cuantificé por GC con detector FID usando una
columna Zebron ZB-35.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de Chlorella sp.

Se obtuvo un cultivo monoespecifico de microalgas mediante el método de diluciones
seriadas. Posteriormente, las bacterias presentes en el cultivo fueron eliminadas utilizando
técnicas de lavado por centrifugacion y ultrasonido®. La Figura 1a muestra el cultivo de
Chlorella sp. aislado y purificado.
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Caracterizacion microscopica de Chlorella sp.

Se determin6d que el diametro promedio de Chlorella sp. era de 1,34 um, lo que
correspondia a un area de 1,41 um? (Figura 1b). Este tamafio es menor al rango tipico
reportado para microalgas del género Chlorella, que varia entre 2 y 10 um>%3%,

l.
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Figura 1. a. Cultivo de Chlorella sp. aislado y purificado. b. Determinacion del diametro de Chlorella sp.

Ademas, se identificaron las principales caracteristicas estructurales de los cloroplastos,
propias de la Division Chlorophyta. Se observo un cloroplasto en forma de copa, un
pirenoide de forma ampliamente elipsoidal a esférica y una superficie celular lisa sin
flagelo (Figura 2a y 2b). Asimismo, se determind que estas microalgas se reproducian
mediante la formacion de 2 a 4 autoesporas™’.

b C) Chlorophyta

Figura 2. a. Se observan los organelos de Chlorella sp., b. Se aprecian las principales caracteristicas
estructurales de los cloroplastos de Chlorophyta. (Tomado de Solymosi K)>°

Determinacion de la cinética de crecimiento de Chlorella sp.

Se determino la curva de crecimiento de la microalga (Figura 3), identificandose una fase
lag o de adaptacion que dur6 24 horas, seguida de una fase exponencial que inici6 al dia
1 y se prolong6 por 120 horas, y finalmente una fase estacionaria que comenzd en el dia
6. Los parametros cinéticos obtenidos incluyeron una velocidad especifica de crecimiento
de n=10,0230 h™' y un tiempo de generacion de G = 30,1519 h. Cabe destacar que, segin
algunos estudios, especies de Chlorella sp. pueden no alcanzar la fase de muerte incluso
después de 25 a 28 dias de cultivo®® !,
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Curva de crecimiento de Chlorella sp.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de Chlorella sp.

Caracterizacion macroscopica de Chlorella sp.

Se observo el crecimiento de colonias de Chlorella sp. en medio Agar BBM, visibles entre
los dias 3 y 6. Las colonias presentaron una forma esférica bien definida, tamafio
uniforme, coloracion verde claro y carecian de motilidad.

ml Superreino: Eucariota

*Reino: Viridiplantae
«Division: Chlorophyta
«Clade: core chlorophytes
«Clase: Trebouxiophyceae
+Orden: Chlorellales
«Familia: Chlorellaceae
«Genero: Parachlorella
«Especie: Parachlorella kessleri
«Especie: Parachlorella beijerinckii
«Especie: Parachlorella hussii
*Genero: Masaia
«Especie: Masaia oloidia
*Género: Dictyosphaerium
«Especie: Dictyosphaerium pulchellum
*Género: Mucidosphaerium
«Especie: Mucidosphaerium pulchellum

Figura 4. Especies homologas con lineamientos significativos obtenidos en BLAST para la secuencia de
genes 18S rRNA. Nota: Tomado de NCBI.
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Parachlorella kessleri isolate GB1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence

Range 1: 194 to 681 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
902 bits(488) 0.0 488/488(100%) 0/488(0%) Plus/Plus

Query 1 ﬁIﬁ?TTGTTTGATTT(GGGCGGGGCCTGCCGGT(CGCCGTTT(GGTGTGCA(TGG[AGGG 60
CTC

CELLLTIEERRE P e e v et e eerrel

|
Sbjct 194 GTAGTTGGATTTCGGGCGGGECCTACCGATCCGCCATTTCAETATGCACTGGCAGGG 253

Query 61  CCCGCCTTGTTGCCGGGGACGGGCTCCTGEGCTTCACTGTCCGGGACTCGGAGTCGGCGC 128

LELLEELIEE PR e e e et L e e e e e e e e
Sbjct 254 CCCGCCTTGTTGCCGGGGACGGGCTCCTEGECTTCACTGTCCGGGACTCGGAGTCGGEGE 313

Query 121 GTTACTTTGAGTAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCTACGCTCTGAATACATTAGCATG 188

H||I|||||||I FELELLLERELE LR EL LR ELL L LT EEE Ll
Sbjct 314 TGTTACTTTGAGTAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCTACGCTCTGAATACATTAGCATG 373

Query 181 GAATAACACGATAGGACTCTGGCCTATCCTGTTGGTCTGTAGGACCGGAGTAATGATTAA 248

LELEREEEEEERE LR r et eee e e e e e ety r
Sbjct 374 GAATAACACGATAGGACTCTGGCCTATCCTGTTGGTCTGTAGGACCGGAGTAATGATTAA 433

il nnntimmnnthiniimtamtbmtiditimge

Sbjct 434 GAGGGACAGTCGGGGGCATTCGTATTTCGATGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTTCGAA 493

Query 3081 AGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTG 368

CLLLLECEEE LR EE L e L L Lt Lt i |||||I|||||I
Sbjct 494 AGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTG 553

Query 361 GGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACTAGGGA 428

LELLERLEEEETEE e e e e L e et e e rn
Sbjct 554 GGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACTAGGGA 613

Query 421 TCGGCGGATGTTTCTTCGATGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGT 438

LELEREEEEEET LRt e e et e e e et ey
Sbjct 614 TCGGCGGATETTTCTTCGATGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGT 673

Query 481 TCCGGGGG 488

[[TILIT]
Sbjct 674 TCCGEGGG 681

Figura 5. Alineamiento molecular de la secuencia 18S rRNA analizada y Parachlorella kessleri. Nota:
Tomado de NCBF*.

Identificacion molecular la microalga Chlorella sp.

Se secuenciaron los genes 18S rRNA y 28S rRNA, cuyos analisis en BLAST revelaron
relaciones cercanas con microalgas de la familia Chlorellaceae (Figura 4). En el caso del
gen 18S rRNA, se obtuvo un porcentaje de identidad del 100% para una longitud de 496-
860 nucleotidos, con una cobertura de consulta del 61-98%, un e-value de 0,0 y un bit
score maximo de 902, sin errores de alineamiento. La especie mas estrechamente
relacionada fue Parachlorella kessleri, con un e-value de 0,0 y un bit score de 902 (Figura
5).

Por otro lado, el analisis del gen 28S rRNA, caracterizado por un amplicon mas largo,
mostrd una identidad del 90,69-100% para una longitud de 883 nucledtidos, una cobertura
de consulta del 97%, un e-value de 0,0 y un bit score maximo de 1051-1458, con un error
de alineamiento del 0-1% (Figura 6). La especie mas cercana fue Micractinium reisseri,
con un bit score maximo de 1458, destacandose como la mas similar a la secuencia
analizada (Figura 7).
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\ - -
Super reino: Eucariota

* Reino: Viridiplantae
« Divisién: Chlorophyta
e Clade: core chlorophytes
« Clase: Trebouxiophyceae
» Orden: Chlorellales
« Familia: Chlorellaceae

e Genero: Micractinium
e Especie: Micractinium reisseri

« Género: Pseudochlorella
« Especie: Pseudochlorella pringsheimii

 Género: Chlorella
« Especie: Chlorella vulgaris
« Especie: Chlorella variabilis

genes 28S rRNA. Nota: Tomado de NCBP*,

Micractinium reisseri 283 rRNA gene, strain YSW16
Sequence ID: HE863711.1 Length: 883 Number of Matches: 1

Range 1: 30 to 820 GenBank Graphics

Score Expect Identitias Gaps Strand

1458 bits(783) 0.0 790/791(39%) 0/791(0%) Plus/Minus

Query 1 TCAGCACATCTACGAGCCTCCACCAGAGTTTCCTCTGECTTCGCCCTGCTCAGGIAT.

Sbjct 828 GTCAGCACATCTACGAGCCTCCACCAGAGTTTCCTCTGGCTTCGCCCTGCTCAGGCATAG

Query 61  TTCACCATCTTTCGGGTCCCAACAGGTATGCTCGTACTCGAACCTTTCACAGAAGATCAT

Sbjct 768 TTCACCATCTTTCGGATCCCAACAGGTATGCTCGTACTCGAACCTTTCACAGAAGA

Query 121 TCGGTCGATGETG TTCCTTGCGCTTCATGGG

Sbjct 7o TCGGTCGATGETG TTCCTTGCGCTTCATGGG

Query 181 TTTGCCACCCACCAGCTCGCATACATGTTAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGGCC

Sbijct G428 TTTGCCACCCACCAGCTCGCATACATGTTAGACTCCTTOGTCCATATTTCAAGACGGGCC

Query 241 TTGAAGGCCTTCCGCCAGCATCT TGACGACGCAGT TCCCGAGGGEACTACAAGAGCG

Sbjct 582 TTGAAGGCCT TCCGCCAGCATCT TOACGACGCAGT TCCCGAGGEACTACAAGAGCG
Query 381 GTTCACGCCTCGOTCAEGEAGEAGGCATAGCCGGGETAACAATCCCCGOOGTTATCCCGE

| [11] | | | ||
Sbjct 528 GTTCACGLCTCGGTCG GETTGTC

Query 361 coococAACCCATGCTEACCAGCACCCAGCGCATTCAGCCGACCGT TAGOCGOGLGTGTG

Sbjct 468 CCCCAACCCATOC TEACCAGCACCCAGCGCAT TCAGCCGACCAT TAGGCGEGLGTG
Query 421 CCTGGGCGCACCCOTEECCTCCAATCGCTTCCCTCTCAACAATTTCAAGCACTTTTTAAC

Sbijct 488 CCTGOECGCACCCGTEACCTCCAATCOCTTCCCTCTCAACAATTTCAAGCACTTTTTAAC

Query 481 TCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCCCG

Sbijct 348 TOTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTTCACTATCGATCTCCC
Query 541 TCGETATTTAGCCTTAG CCACCTGCTTTGOGCTGCATTCCCARACAACCC

I||I||||||||||||||||||||||||||||I||I||I|||||||||||||||||||||
TCCCAAACAACCC

Sbjct 28@ TCGGTATTTAGCCTT TGCTTTGEGECTG

Query 681 GACTCTGOGAAAGCGCTTCOTGOOGCEAAGGCGGCCOOGCCCAACGOGETTCTCACCCTC

Sbjct 228 CTGEGAAAGCGCTTCOTGEEGGCGAAGECGECCEEECCCAACGGEETTCTCACCCTC

Query 661 TCTGACGCCCCTTTC (CCCGEAGCT! AGAAGGCGCTTCTCTAGAC

Sbjct 168 TCTGACGCCCCTTTC CCCGEAGCT AGAAGGCGCTTCTCTAGAL

Query 721 TACAATTCGCCAGCCGEGGGECTGOAGATTTTCAAGCTGGGCTCTTCCCGOT TCACTCGCC

Sbijct 188 TACAATTOUGCCAGCCGOGGACTGEAGATTTTCAAGCTGOGCTCTTCCCGGT TCACTCGCC

Query 781 GTTACTAGGGG 791

Sbjct 48  GTTACTAGSGG 3@
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Figura 6. Especies homologas con lineamientos significativos obtenidos en BLAST para la secuencia de

Figura 7. Alineamiento molecular de la secuencia 28S rRNA analizada y Micractinium reisseri. Nota:
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Estandarizacion y validacion del método de cuantificacion de hidrocarburos
aromaticos BTEX por cromatografia de gases FID

Para determinar las condiciones Optimas para el andlisis de hidrocarburos BTEX
mediante GC-FID, se probaron diversas configuraciones cromatograficas basadas en
estudios previos que empleaban el estindar BTEX. Finalmente, se selecciond la
configuracién propuesta por Sidisky L.35, incorporando algunas modificaciones, las
cuales se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2: Condiciones cromatograficas para la evaluacion de hidrocarburos aromaticos.

Parametro Valor Unidad
Tiempo 25 min
Vol. Inyeccion 1 uL
Modo Inyeccion - Split
Presion 190 kPa

T° inyeccion 250 °C

T¢ detector 250 °C

T° columna 40 °C
Flujo de Aire 40 ml/min
Flujo de Hidrogeno 40 ml/min
Gas carreador Helio

Flujo Gas carreador 30 ml/min

Se realizé una corrida cromatografica utilizando la solucidn certificada de BTEX de
Merck Peruana S.A. y, posteriormente, se analizaron los mismos hidrocarburos
aromaticos de forma individual. Se observo que los tiempos de retencion de los
compuestos individuales fueron similares a los obtenidos con la solucion BTEX
certificada, como se detalla en la Tabla 3.

Los resultados presentados en la Tabla 3 muestran una comparacién de los tiempos de
retencion obtenidos en los cromatogramas de la solucion certificada BTEX y la solucion
BTEX preparada en el laboratorio. La identificacion de cada compuesto asociado a los
picos observados en los cromatogramas se realizo tras multiples andlisis de cada
componente, empleando soluciones preparadas con compuestos puros de grado GC. Estos
compuestos seran utilizados en las pruebas de biodepuracion.

Se observd que, de los 7 picos registrados, 5 correspondieron a tiempos de retencion
similares a los obtenidos con la solucion certificada BTEX, por lo que se consideraron
validos. Los dos tiempos de retencidon restantes, que no coincidieron, se atribuyeron al
solvente utilizado: metanol en la solucion estandar y diclorometano en la solucion
preparada en el laboratorio.
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Tabla 3. Comparacion de los tiempos de retencion (minutos) de los hidrocarburos en el
cromatograma del material certificado BTEX y la solucion BTEX preparada en el
laboratorio.

SOLUCION SOLUCION

CERTIFICADA BTEX BTEX 1000 PPM COMPUESTO®
- 0,709
0,985 0,985 Benceno
1,606 1,608 Tolueno
3,007 3,012
3,091 3,098 Xilenos
3,850 3,858
6,765 -
6,954 -
- 9,436 Etilbenceno

Validacion del método de analisis de hidrocarburos aromaticos BTEX

Para validar el método de GC-FID para la deteccion de compuestos BTEX, se evaluaron
varios pardmetros basados en investigaciones previas** utilizando el método de
estandar externo (46). Las soluciones de concentracion conocida fueron preparadas en el
laboratorio, y se analizaron los siguientes criterios: linealidad, selectividad, precision y
concentracion minima detectable (CMD), cuyos resultados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4: Evaluacion de la linealidad para hidrocarburos aromaticos y su CMD

COMPUESTO Ecuacion de la recta R’ CMD
en ppm
Benceno y =227,02x + 50,444 0,9956 0,40
Tolueno y =247,23x - 12,275 0,9956 1,73
Etilbenceno y =163,56x - 61,055 0,9976 4,72
Xileno 1 y =29,154x - 29,069 0,9838 7,28
Xileno 2 y =132,53x + 6,7029 0,9970 2,51
Xileno 3 y =37,187x + 14,609 0,9955 1,43
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Evaluacion de la capacidad de biodepuracion de hidrocarburos aromaticos (BTEX)
por Parachlorella kessleri a diferentes concentraciones y proporciones de BTEX (g)
por UFC de P. kessleri

Se prepararon muestras de los hidrocarburos BTEX a tres diferentes concentraciones (10,
20 y 30 ppm) en CH>Cl, y se trabaj6 al 5y 10% de volumen de fase organica respecto a
la fase acuosa (60 mL). La fase acuosa consté de un cultivo de P. kessleri y medio BBM.
Los resultados de la biodepuracion se muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Porcentaje de biodepuracion de P. Kessleri a tres diferentes concentraciones de
HC BTEX y 2 niveles de volumen (%) de fase organica/volumen de fase acuosa

Concentracion en

ppm de HC BTEX 10 20 30

en CH:Cl

% (vol, fase
organica/ vol, fase 5 10 5 10 5 10

acuosa
Prom s  Prom ) Prom s Prom s  Prom s Prom s

Benceno 772 43 40,8 51,5 46,1 7.6 956 42 750 50 936 773
Tolueno 58,2 50 31,6 376 346 43 418 34 734 11,8 78,1 3,6
Etilbenceno 351 20,3 27,7 10,5 19,1 12,2 784 6,2 232 1,9 66,0 6,7
Xileno 1 21,9 52 13,6 11,8 12,7 1,2 30,7 14 32,1 42 513 2,6
Xileno 2 642 34 338 430 384 65 733 7,7 66,1 108 73,7 43
Xileno 3 243 32 138 149 143 08 204 11,4 157 34 46,6 13

Prom: promedio de dos mediciones y s indica la desviacion estandar de estas mediciones.

CONCLUSIONES

Las caracteristicas microscopicas, estructurales y macroscopicas del organismo estudiado
confirman su pertenencia a la divisiéon Chlorophyta. La caracterizacién molecular valido
que la microalga pertenece especificamente a la familia Chlorellaceae. El analisis del
perfil genético de la region 18S rRNA, comliinmente utilizada para la identificacion de
microalgas, mostré homologia con las especies Parachlorella kessleri, Masaia oloidia y
Dictyosphaerium sp.. Por su parte, el analisis de la region 28S rRNA, una secuencia mas
extensa utilizada principalmente para eucariotas, revelo homologia con Micractinium
reisseri. Estas similitudes genéticas respaldan que cualquiera de las especies mencionadas
podria ser una denominacion taxondémica valida.

La cinética de crecimiento de Parachlorella kessleri evidenci6 su rapido desarrollo, con
una velocidad especifica de crecimiento de u = 0,0230 h™! y un tiempo de generacion de
G = 30,15 h, caracteristicas que la hacen particularmente adecuada para su cultivo y
aplicacion como agente biorremediador en aguas dulces.

Ademas, se determind que Parachlorella kessleri es altamente eficiente en la
biorremediacion de hidrocarburos aromaticos BTEX. En un periodo de 5 dias, bajo
condiciones ambientales y sin aireacion, logroé remover el 95,6 % de benceno, 78,1 % de
tolueno, 78,4 % de etilbenceno, y 51,3 %, 73,7 % y 46,6 % de los isomeros de xileno.
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RESUMEN

En esta investigacién se determiné la influencia de la cobertura vegetal, a través del
NDVI, sobre la calidad del agua en la cuenca Mantaro, utilizando 27 puntos de monitoreo
de categoria 3, establecidos por la ANA. Se consideraron 13 parametros: DBOs, DQO,
OD, CT, pH, Ar, Al, Mn, Fe, Cd, Pb, B y Cu. Los datos del NDVI se descargaron del
producto MOD13Q1 V6.1 disponible en Google Earth Engine. El analisis revel6 que el
comportamiento temporal de los parametros de calidad del agua varia segln la estacion
del afio, siendo en verano donde se registran los maximos valores y en invierno los
menores para todos los pardmetros fisicoquimicos y organicos en las cuencas Alta y Baja
del Mantaro. En la cuenca Media, para los CT, DBOs y DQO, los maximos se registraron
en invierno y primavera. Se obtuvieron correlaciones muy fuertes positivas y negativas
significativas (p-valor <0.05) entre el NDVI y los pardmetros de calidad del agua,
principalmente en invierno. Los resultados sugieren que el NDVI es un indicador
potencial para analizar la calidad del agua, util para la implementacion de modelos
predictivos.

Palabras clave: Calidad del agua, NDVI, Sensoramiento Remoto

INFLUENCE OF VEGETATION COVER ON THE WATER
QUALITY OF THE MANTARO BASIN, PERU

ABSTRACT

This research determined the influence of vegetation cover, through the NDVI, on water
quality in the Mantaro basin, using 27 monitoring points of category 3, established by the
ANA. Thirteen parameters were considered: BODs, COD, DO, TC, pH, As, Al, Mn, Fe,
Cd, Pb, B, and Cu. The NDVI data were downloaded from the MOD13Q1 V6.1 product
available in Google Earth Engine. The analysis revealed that the temporal behavior of the
water quality parameters varies by season, with maximum values recorded in summer and
minimum values in winter for all physicochemical and organic parameters in the Upper
and Lower Mantaro basins. In the Middle basin, the maximum values for TC, BODs, and
COD were recorded in winter and spring. Strong positive and negative correlations (p-
value <0.05) were obtained between the NDVI and the water quality parameters,
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primarily in winter. The results suggest that NDVI is a potential indicator for analyzing
water quality, useful for the implementation of predictive models

Key words: Water quality, NDVI, Remote sensing

INTRODUCCION

La contaminacion del agua es uno de los principales problemas ambientales en el mundo,
es asi que, al afio 1.4 millones de personas mueren por falta de agua potable, saneamiento
e higiene adecuado'. La contaminaciéon de los cuerpos de agua en las cuencas
hidrograficas, estdn originados por el crecimiento demografico y las actividades
econOmicas, tales como las malas précticas de disposicion de residuos soélidos,
vertimientos de aguas residuales municipales e industriales, entre otros>>.

Para el ano 2023 en la cuenca Mantaro se identificaron un total de 512 fuentes
contaminantes, de los cuales 23 son de origen natural y 488 son de origen antropogénico.
Asimismo, del total de fuentes contaminantes de origen antropogénico identificadas, 374
corresponden a aguas residuales, 86 residuos solidos y 28 sustancias dispuestas “in situ”*.
Por otro lado, segun el registro datos abiertos del Organismo de Evaluacion y
Fiscalizacion Ambiental, en el afio 2022 se registraron 95 denuncias ambientales
relacionadas al componente agua en la Cuenca del Mantaro’.

La calidad del agua en las cuencas es influenciada por la geologia, el uso del suelo y las
caracteristicas de la cobertura del suelo®. Se ha demostrado a través de investigaciones
relaciones fuertes entre la cobertura del uso del suelo, uso de suelos, composicion del
suelo, el cambio climatico, indices espectrales como el Indice de Diferencia Normalizada
de Vegetacion (NDVI) y la calidad del agua’®”.

En ese sentido, actualmente se han implementado en la cuenca Mantaro 191 puntos de
monitoreo por la Autoridad Nacional del Agua (ANA) de los cuales 131 son de categoria
3,56 de categoria 4, 1 de categoria 1 A1y 3 de categoria 1 A2*. Sin embargo, la frecuencia
de monitoreo no es continua o permanente en todos los puntos. Ahora bien, el monitoreo
continuo de calidad del agua representa una limitacion significativa, debido a los costos
que implican. A pesar de ello, es informacion importante para la toma de decision y la
gestion de los recursos hidricos. Por ello es imperativo utilizar otras herramientas y
fuentes de informacion, como es la generada por satélites, para complementar los
monitoreos realizados en campo. En ese sentido, en la presente investigacion se utilizara
informacion satelital con la finalidad de determinar la influencia de la cobertura vegetal
en la calidad del agua de la cuenca Mantaro.

PARTE EXPERIMENTAL

Base de datos de monitoreo de calidad del agua y NDVI

La base de datos de los monitoreos de calidad de agua, del periodo 2015-2022, se
descargaron del Sistema de la plataforma Observatorio Nacional de Recursos Hidricos
(ONRH) de la ANA, para lo cual se consideraron sélo 27 de los 131 puntos de muestreo
de categoria 3, esto debido a que estos presentaron como minimo 16 monitoreos.
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Los datos del NDVI fueron obtenidos del producto MOD13Q1 V6.1, el cual es calculado
a partir de la informaciéon del Instrumento Moderate Resolution Imaging
Spectroradiometer (MODIS) del Satélite Terra disponible en el catdlogo de Google Earth
Engine. Es asi que, a través de un codigo implementado en el Lenguaje Programacion

JAVA se descargaron los datos de NDVI en la ubicacion de cada punto de muestreo
establecido por la ANA.

Indice de Calidad Ambiental de los Recursos Hidricos ICARHS)

Se realiz6 la determinacién del Indice de Calidad Ambiental de los Recursos Hidricos
(ICARHS), para ello se utiliz6 la metodologia establecida por la Autoridad Nacional del
Agua aprobada mediante la Resolucion Jefatural 084-2020-ANA, considerando los
siguientes periodos: 2015-10-27 al 2017-10-11 (Periodo 1), 2018-05-02 al 2019-02-27
(Periodo 2), 2019-02-28 al 2020-10-09 (Periodo 3) y 2021-05-31 al 2022-11-02 (Periodo
4).

® Puntos de Muestreo
-, — Rios.

£ [ cuenca
Clasificacion Climatica
MWAnD
megpe
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[emo
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Figura 1. a) Sectores, Clasificacion Climatica y Puntos de Muestreo; b) Fuentes de contaminacion
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Analisis espacial

La cuenca Mantaro, tiene una extension de 34 546,51 km? y posee 9 tipos de clima, siendo

el clima de tipo lluvioso, frio y con otofio e invierno seco (B (o, 1) C'), el cual ocupa la

mayor area de la cuenca!® !!(ver figura 1). Ahora bien, con la finalidad analizar la relacion
existente entre la cobertura vegetal y la calidad del agua de la cuenca Mantaro, se realizo
la sectorizacion de la cuenca, en 3 tramos'?.

e El primer tramo (cuenca Alta) contenia, los siguientes puntos de monitoreo:
RMant3, RMant4, RMant7, RMant9, RYaull, RYaul4, RYaul6, RYaul7.

e El segundo tramo (cuenca Media) contenia, los siguientes puntos de monitoreo:
RMantl1, RMant12, RMant13, RMant14, RMant18, RMant19, RPaml, RPam2,
RShull, RShul2, RIchu2.

e El tercer tramo (cuenca Baja) contenia, los siguientes puntos de monitoreo:
RMant22, RApacl, RApac2, RCachl, RDispl, RPall2, RYucal, RVincl.

Tabla 1. Fuentes de contaminacion en la cuenca Mantaro

Tramo Tota
Naturaleza/Tipo de fuente de contaminacion
Cuenca Alta  Cuenta Media  Cuenca Baja 1
Aguas naturales 4 2 17
Agua Minero-Medicinal (Mineral) 7
Agua Minero-Medicinal (Termal) 3
Agua Minero-Medicinal (Termo-Mineral) 1 2 8
Aguas Residuales 94 127 153
Agroindustriales 2 3
Agropecuarias 12 2
Domésticas 20 10 5
Energéticas 1 1
Industriales 2
Minero Metalurgicas 5 12 9
Municipales 55 100 133
Depositos Naturales 1
Depositos no metalicos 1
Residuos Sélidos 33 35 18
Gestion Municipal 17 21 6
Gestion no municipal - no peligrosos 2 4 10
Gestion no municipal - peligrosos 14 10 2
Sustancias dispuestas In situ 13 9
Lavado de material no metélico 11 1
Lavado de ropa 2 4 6
Material de Acarreo 2

Sub total 144 170 198 512
Fuente: Elaboracién propia

Adicionalmente, se realizo la identificacion de las fuentes de contaminacidn por tramo en
la cuenca Mantaro, encontrando 512 fuentes, tal como se puede observar en la tabla 1 de
los cuales se identificaron fuentes de aguas naturales, 17 en la cuenca baja, 4 en la cuenca
alta y 2 en la cuenca media; respecto a la fuentes de aguas residuales, se identificod un
mayor numero en la cuenca baja de 153, en la cuenca media 127 y en la cuenca baja 94
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fuentes; asimismo se¢ identifico fuentes de residuos solidos, de los cuales 35 se
identificaron en la cuenca media, 33 en la cuenca alta y 18 en la cuenca baja; fuentes de
sustancia dispuestas in situ que en su mayoria se identificaron en la cuenca alta y una
fuente de depositos naturales en la cuenca baja.

Normalizacion de datos

Con el proposito de facilitar el analisis de las variables, se realiz6 la normalizacion de los
rangos de los datos, para lo cual se realiz6 el proceso de estandarizacion mediante la

siguiente ecuacion:
X— U
X =
s o

Donde: Xs es el valor estandarizado de la variable; X es el valor original de la variable; p
es la media (o promedio) de la variable; y ¢ es la desviacion estandar de la variable.

Analisis estadistico

Con la informacion del NDVI y de los parametros de calidad del agua, se utilizo6 la prueba
de Kolmogoérov-Smirnov, con finalidad de determinar la distribucion de los datos.
Posteriormente se utilizo la prueba de correlacion Spearman para determinar la relacion
entre las variables de la presente investigacion.

Para lo cual se utilizo la siguiente ecuacion:

6 d?
nmn? —1)
Donde: d? es la diferencia entre los rangos de cada par de datos del NDVI y de los

parametros de calidad del agua elevado al cuadrado; n es el nimero de datos.
En la tabla 2 se indican los rangos y el tipo de relacion del coeficiente de correlacion de

=1

Spearman.

Tabla 2. Grado de relacion segiin coeficiente Spearman

Rango de Spearman rho Relacion
1a0.81 Correlacion muy fuerte positiva
0.82a0.61 Correlacion fuerte positiva
0.6a0.41 Correlacion moderada positiva
0.40a20.21 Correlacion débil positiva
0.20a0 Correlacion negligible positiva
0 No existe correlacion
0a-0.2 Correlacion negligible negativa
-0.21a-0.4 Correlacion débil negativa
-0.41a-0.6 Correlacion moderada negativa
-0.61 a-0.8 Correlacion fuerte negativa
-0.81a-1 Correlaciéon muy fuerte negativa

Fuente: Elaboracion propia
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el periodo del 2015 al 2022, la Autoridad Nacional del Agua realiz6 monitoreos en la
cuenca Mantaro. En la presente investigacion se sistematizaron y seleccionaron 27 puntos
de monitoreo de categoria 3, los cuales contaban con la misma cantidad de muestreos.
Los estadisticos descriptivos de estos puntos de monitoreo se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Estadisticos descriptivos de las variables

Parametro Unidad Media Maximo Minimo
Fisicoquimicos y
Orgéanicos
Demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBOs) mg/L 7.307 321 2
Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) mg/L 20.19 548 0.01
Coliformes Termo
tolerantes (CT) mg/L 1781374 490000000 2
Oxigeno Disuelto (OD) NMP/100ml 6.043 11.4 1.15
Inorgénicos
P"tencml(s%l)“dmgeno Unidadde pH  8.098 9.8 3.3
Arsénico (Ar) mg/L 0.034 0.299 0.0013
Aluminio (Al) mg/L 1.35 43.07 0.002
Manganeso (Mn) mg/L 9.04 823.25 0.0015
Hierro (Fe) mg/L 6.00 364.8 0.0121
Cadmio (Cd) mg/L 0.0005174  0.0168500  0.0000100
Plomo (Pb) mg/L 0.015861 0.856900 0.000200
Boro 5 (BYS) mg/L 0.45351 19.9000 0.00200
Cobre (Cu) mg/L 0.017808 0.647000 0.000030
NDVI 3142 7843 23

En la cuenca Mantaro el comportamiento temporal del NDVI, es marcado segin la
estacion del afo, siendo en verano donde se registran los maximos valores y en invierno
los menores valores de NDVI (ver figura 2 y 3).

Respecto a los parametros de calidad del agua fisicoquimicos y organicos, también
presentan un comportamiento temporal marcado segin la estacion del afio y segln el
sector de la cuenca, para todos los pardmetros en la cuenca Alta y Baja. Con respecto a la
cuenca Media, para los CT, DBOs y DQO, se registraron los maximos valores en la
estacion de invierno y primavera.
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Figura 2. Comportamiento temporal normalizado — pardmetros fisicoquimicos y organicos
Respecto a los parametros de calidad del agua inorgadnicos, también presentan un
comportamiento temporal marcado seglin la estacion del afio y segun el sector de la

cuenca. Cabe destacar que, para estos parametros, los maximos valores se registraron en
la cuenca Alta y Baja (solo para Ar), tal como se puede observar en la figura 3.
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Figura 3. Comportamiento temporal normalizado — parametros inorganicos

Durante el periodo en estudio, los parametros fisicoquimicos y organicos frecuentemente
superaron sus Estdndares de Calidad Ambiental para Agua (ECA-agua), siendo en el
sector de la cuenca Media donde se registraron estos, tal como se puede observar en la
Figura 4. En particular, los Coliformes Termotolerantes (CT) excedieron su ECA-agua
de 20,000 NMP/100 mL, alcanzando valores de hasta 490,000,000 NMP/100 mL; la
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Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) superd su valor de ECA-agua de 30 mg/L, con un
maximo de 548 mg/L; la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) super6 su valor de
ECA-agua de 10 mg/L, alcanzando 321 mg/L; y el Oxigeno Disuelto (OD) no cumplié
con su ECA-agua de > 4 mg/L, registrando un minimo de 1.15 mg/l para los parametros
inorganicos

Ahora bien, para determinar la calidad del agua de la cuenca Mantaro, se utilizo la
metodologia del ICARHS del ANA, considerando un minimo de cuatro monitoreos. En
los puntos de monitoreo RMantal4, RMant18, RMant19, RShul2, RYaull, RYaul4,
RYaul6 y RYaul7, se alcanzé un ICARHS maximo de "Pésimo". Estos puntos fueron
afectados principalmente por los componentes organicos, los cuales frecuentemente
superaron sus ECA-agua.

1. Primero 2. Segundo
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Figura 4. Determinaciéon de ICARHS de los cuatro periodos

Dado que se queria determinar la influencia de la cobertura vegetal a través del NDVI en
la calidad del agua, tanto temporal como espacial, inicialmente se realizd pruebas de
normalidad para cada uno de los parametros de calidad del agua y el NDVI utilizando la
prueba de Kolmogoérov-Smirnov. Al respecto, se obtuvo que ninguna de las variables
presenta una distribucion normal (ver tabla 4), por lo cual se opt6 por utilizar la prueba
de Correlacion de Spearman, la cual es una prueba no paramétrica.
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Tabla 4. Prueba de normalidad

Kolmogoérov-Smirnov

Parametro

D p-value

DBOs 0.17504 2.20E-16
DQO 0.2601 2.20E-16
OD 0.97178 5.52E-07
CT 0.044406 2.20E-16
pH 0.67751 2.20E-16
Ar 0.56033 2.20E-16
Al 0.35864 2.20E-16
Mn 0.10781 2.20E-16
Fe 0.17229 2.20E-16
Cd 0.30395 2.20E-16
Pb 0.26847 2.20E-16
B5 0.26845 2.20E-16
Cu 0.29514 2.20E-16
NDVI 0.049108 3.67E-12

Al respecto, luego de determinar el tipo de distribucion de los datos se aplico la prueba
de correlacion de Spearman y se encontraron altas correlaciones estadisticamente
significativas (p-valor <0.05), indicando una relacién relevante entre la cobertura vegetal
y algunos de los parametros de calidad del agua en la cuenca Mantaro.

En la figura N°5 se observa la variabilidad estacional del coeficiente de correlacion de
Spearman, destacandose que en invierno se registran los valores méaximos de este
coeficiente para todas las variables en relacion con el NDVI, alcanzando una correlacion
muy alta positiva (r=1).

En términos de variabilidad espacial, para los Coliformes Termotolerantes (CT), los
valores de correlacion mas altos se encontraron en la cuenca Alta (Tramo 1) y la cuenca
Baja (Tramo 3), oscilando entre 0.48 (Correlacion moderada positiva) y 1 (Correlacion
muy fuerte positiva). Para la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO:s), la cuenca Alta
(Tramo 1) presento el valor de 0.97, la cual se clasifica como Correlacion muy fuerte
positiva, la cuenca media y baja presentaron valores de 0.01, las que se clasifican como
Correlacion negligible positiva.

En el caso de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), la cuenca Alta (Tramo 1) y la
cuenca Baja (Tramo 3), se obtuvieron coeficientes de correlacion de 0.97 y 1
respectivamente, las que se encuentran en el rango de Correlacion muy fuerte positiva.
Por ultimo, respecto al Oxigeno Disuelto (OD), también fueron la cuenca Alta (Tramo 1)
y la cuenca Baja (Tramo 3), donde se obtuvieron los mayores coeficientes de correlacion
de 0.97 y 1 respectivamente, las que se encuentran en el rango de Correlacion muy fuerte
positiva.
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Figura 5. Parametros Fisicoquimicos y Organicos — Coeficiente de correlacion de Spearman.

En la figura N°6 se observa la variabilidad estacional del coeficiente de correlacion de
Spearman. Durante el invierno, se alcanzaron los valores méximos de correlacion de
Spearman, comprendidos entre -1 y 1, para todos los parametros evaluados. Para el
Aluminio (Al), el andlisis espacial muestra una correlacion fuerte negativa de -0.69 en la
cuenca Alta (tramo 1) y una correlacion muy fuerte negativa de -1 en la cuenca Baja
(tramo 3). En el caso del Arsénico (Ar), se obtuvo una correlaciéon maxima de 1 en la
cuenca Alta (tramo 1) y de -1 en la cuenca Baja (tramo 3) durante el invierno. En verano,
la cuenca Media (tramo 2) presentd una correlacion fuerte negativa de -0.61. El Boro (B)
mostrd una correlacion muy fuerte negativa de -1 en la cuenca Baja (tramo 3) durante el
invierno. Para el Cadmio (Cd), se registraron correlaciones fuertes negativas en la cuenca
Baja (tramo 3) y en la cuenca Alta (tramo 1), con valores entre -1 y -0.65,
respectivamente. El Cobre (Cu) present6 correlaciones fuertes negativas en la cuenca
Baja (tramo 3) y en la cuenca Alta (tramo 1), con valores de entre -1 y -0.7,
respectivamente. El Fierro (Fe) también presentd correlaciones fuertes negativas en la
cuenca Baja (tramo 3) y en la cuenca Alta (tramo 1), con valores entre -1 y -0.7. El
Manganeso (Mn) mostré correlaciones fuertes negativas similares, con valores entre -1 y
-0.7, tanto en la cuenca Baja (tramo 3) como en la cuenca Alta (tramo 1). El Plomo (Pb)
alcanzo una correlacion muy fuerte negativa de -1 durante el invierno en la cuenca Baja
(tramo 3). Finalmente, para el pH, en la cuenca Media (tramo 2) se observo una
correlacion moderada negativa de -0.54 en verano, mientras que en invierno se alcanzaron
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correlaciones muy fuertes negativas de -1 en la cuenca Alta (tramo 1) y en la cuenca Baja

(tramo 3).
1 0.05 -0.04 0.1
2 -0.16 Q -0.41 -0.06 =
3 -0.07 0.03 0.17
1
2 z
3 I -0.12
Correlacién
1 -0.22 -0.26 0.32 -0.15 Correlacion muy fuerte positiva
2 -0.22 -0.29 -0.32 -0.23 &
2 0.02 020 NN o2 coneresnuerte postive
1 -0.13 -0.04 Correlacion moderada positiva
2 -0.28 -0.13 Q e
3 0 0.05 Correlacion deébil positiva
1 -0.16 011 014 Caorrelacién negligible positiva
o o b b
52 -0.21 -0.19 -0.47 0.1 o 3
= No existe correlacién
3 0.24 0.02 0.26
4 0.16 0.08 0.16 Correlacion negligible negativa
2 0.1 -0.08 -0.36 0.17 & Correlacién débil negativa
3 0.02 -0.14 0.09
' 0.29 T 0.08 016 Correlacién moderada negativa
=
2 -0.17 | -0.23 -0.46 -0.08 3 Correlacion fuerte negativa
3 -0.15 -0.23 0.26
] 012 005 014 0 Correlacion muy fuerte negativa
2 -0.35 -0.21 -0.45 -0.1 3
1 -0.44 02 0.73 \ 0.14
2 -0.54 -0.22 -0.04 -0.2 T
3 0.14 0.26 1 \ 03
Verano Otofio Invierno Primavera

Estacion

Figura 6. Parametros Inorgénicos- Coeficiente de correlacion de Spearman

Los resultados obtenidos indican que el NDVI, tiene un comportamiento temporal, que
es marcado segun la estacion del afio, es asi que en verano se alcanzan los maximos
valores y en invierno los minimos valores. Al respecto, los parametros fisicoquimicos y
organicos de calidad del agua en la cuenca alta y baja, también presentan un
comportamiento marcado por la estacion del afio, sin embargo, para el caso particular del
OD en los tres tramos de la cuenca se cumple este comportamiento estacional. Por otro
lado en el caso especifico de los CT, DBOs y DQO se registraron los maximos valores en
la estacion de invierno y primavera ubicados en la cuenca Media, lo cual estaria
ocasionado, por las fuentes de emision que estan localizadas en este tramo de la cuenca
(ver Tabla 1), que por su naturaleza (principalmente aguas residuales) favorecen el
incremento en los valores de los CT, DBOs y DQO'? y también por el descenso del caudal,
lo que ocasiona poca dilucion y dispersion de los efluentes'*!>!®. Por otro lado, respecto
a los parametros inorganicos, estos alcanzaron sus maximos valores en la cuenca Alta, lo
que estaria originado por las 5 fuentes de emision de efluentes de aguas residuales Minero
Metaltrgica'’.

Existe correlacion muy fuerte positiva y negativa entre la cobertura vegetal representada
por el NDVI y los pardmetros de calidad del agua en la cuenca Mantaro, tal como se
observa en la figura 5y figura 6. Al respecto, Vierira y Christéfano'® encontraron una
relacion positiva entre seis de catorce parametros de calidad del agua y el NDVI en una
cuenca de clima de invierno seco y verano lluvioso, siendo estos los nitratos, color,
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solidos disueltos, solidos suspendidos, turbidez y soélidos totales. En la presente
investigacion, al trabajar con puntos de monitoreo de categoria 3, se evaluaron 13
parametros (DBOs, DQO, OD, CT, pH, Ar, Al, Mn, Fe, Cd, Pb, Bs, Cu), todos los cuales
mostraron correlaciones muy fuertes, tanto positivas como negativas, principalmente
durante la estacion de invierno. Este comportamiento podria deberse a que en invierno se
registran los caudales minimos y las precipitaciones mas bajas en la cuenca del Mantaro,
que presenta un clima lluvioso con otofio e invierno secos!!, por lo cual al haber menos
caudales generan menos dispersion y dilucion'®!>1®, Estas condiciones climatoldgicas
son similares a las descritas en el estudio de Vierira y Christofano'®, lo que explica por
qué se obtuvieron las mejores correlaciones en invierno en la cuenca Mantaro. Ademas,
el NDVI proporciona informacion sobre la distribucion espacial y la dindmica temporal
de la vegetacion, factores clave que influyen en la calidad del agua'®!".

Ahora bien, en la presente investigacion, los pardmetros fisicoquimicos, organicos e
inorganicos, para todos se obtuvieron correlaciones muy altas positivas y negativas en la
estacion de invierno, a diferencia por lo obtenido por Vierira y Christofano'® y Sanchez®,
que solo obtuvieron mejores relaciones entre los parametros fisicoquimicos. Al respecto,
se debe indicar que en las mencionadas investigaciones no se incluyeron parametros
organicos de calidad del agua, por lo que no se tiene la certeza que en esos estudios
hubieran obtenido similares o diferentes resultados que en la presente investigacion.
Finalmente, es importante precisar, que el NDVI es un indicador potencial para analizar
la calidad del agua, que podria utilizarse para la implementacion de modelos para la
prediccion de la calidad del agua de un cuerpo de agua &!81921,

CONCLUSIONES

La cobertura vegetal, representada por el NDVI, influye significativamente en la calidad
del agua de la cuenca del Mantaro. Se observé una correlacion fuerte (positiva y negativa)
entre el NDVI y los pardmetros de calidad del agua (fisicoquimicos, organicos e
inorganicos), lo cual varia segtn la estacion del afio, particularmente en invierno.

Los resultados muestran que la calidad del agua en la cuenca del Mantaro varia
estacionalmente, alcanzando méximos en verano y minimos en invierno. Este
comportamiento esta influenciado por el NDVI, que refleja la dindmica estacional de la
vegetacion.

La calidad del agua presenta diferencias significativas en las distintas secciones de la
cuenca Mantaro. Los parametros fisicoquimicos y organicos alcanzaron sus valores mas
altos en la cuenca media, donde hay mayor impacto de fuentes de emision de aguas
residuales, mientras que los pardmetros inorgdnicos se concentraron en la cuenca alta
debido a fuentes de efluentes minero-metalurgicos. Estas variaciones espaciales
demuestran como las condiciones de vegetacion y fuentes de emision influyen de manera
diferenciada en la calidad del agua a lo largo de la cuenca del Mantaro.
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RESUMEN

El coeficiente de particion octanol-agua (logP) es un indicador importante en el estudio
de lipofilia y permeabilidad celular, por ello, es un descriptor molecular recurrente en las
reglas empiricas que evallian la farmacocinética de una molécula. Los sideroforos son
moléculas de interés farmacologico, debido a su potencial efecto caballo de Troya, sin
embargo, encontramos dos problematicas principales, su peso molecular mayor a 500
Dalton y la falta de bases de datos con informacion de las coordenadas atomicas de la
estructura tridimensional y descriptores moleculares. En este trabajo, hemos creado una
base de datos con el cddigo SMILES de los sideréforos, nombre, microorganismo
asociado, descriptores moleculares, entre otros, que se encuentra disponible en nuestro
repositorio https://github.com/inefable12/siderophores database. También creamos una
pagina web para visualizar las estructuras 2D y 3D (https://sideroforos.streamlit.app).
Ademas, demostramos una manera rapida y eficiente de estimar el logP para los
siderdforos, usando redes neuronales artificiales en R. La informacion que proveemos en
este articulo permitird facilitar el estudio estructural de los siderdforos, el disefio de
potenciales metalofairmacos, la generacion de sus estructuras tridimensionales para
simulaciones con docking y dindmica molecular, asi como también, el desarrollo de
nuevos modelos predictivos de propiedades empleando inteligencia artificial.

Palabras clave: Coeficiente de particion, logP, sider6foro, redes neuronales artificiales.

PREDICTION OF SIDEROPHORES PARTITION
COEFFICIENT USING ARTIFICIAL NEURAL
NETWORKS

ABSTRACT

The octanol-water partition coefficient (logP) is a crucial indicator in the study of
lipophilicity and cell permeability, making it a recurring molecular descriptor in empirical
rules for evaluating a molecule's pharmacokinetics. Siderophores are pharmacologically
relevant molecules due to their potential Trojan horse effect; however, two major
challenges arise: their molecular weight often exceeds 500 Daltons, and there is a lack of

2 Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y Metalofarmacos (LIBIPMET), Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Ingenieria, Av. Tipac Amaru 210, Lima, Pert, anitacvn29@yahoo.com.mx

b COMBI-Lab, Grupo de Biologia Computacional, Centro de Ciéncias Computacionais, Universidade
Federal do Rio Grande, Rio Grande, RS, Brasil
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databases containing atomic coordinates of their three-dimensional structures and
molecular descriptors. In this work, we have created a database containing the SMILES
codes of siderophores, their names, associated microorganisms, molecular descriptors,
among other information, which is available 1in our repository at
https://github.com/inefable12/siderophores database. We have also developed a web
page to visualize the 2D and 3D structures (https://sideroforos.streamlit.app).
Additionally, we demonstrate a quick and efficient way to estimate the logP for
siderophores using artificial neural networks in R. The information provided in this article
aims to facilitate the structural study of siderophores, the design of potential metallodrugs,
the generation of their three-dimensional structures for docking and molecular dynamics
simulations, as well as the development of new predictive models for properties using
artificial intelligence.

Keywords: Partition coefficient, logP, siderophore, artificial neural networks.

INTRODUCCION

Una molécula con potencial actividad farmacologica debe poseer ciertas caracteristicas
quimicas que favorezcan su biodisponibilidad, permeabilidad celular, solubilidad, entre
otros. Muchas propiedades quimicas o descriptores se pueden estimar con modelos
computacionales o in silico y pueden facilitar su seleccion en bases de datos moleculares,
para luego ser estudiadas in vitro. Existen reglas empiricas para evaluar la capacidad de
una molécula de convertirse en un farmaco, conocida como drogabilidad o druglikeness,
y algunas de las reglas mas populares son las de Lipinski (1), Ghose (2), Veber (3), Egan
(4) y Muegge (5). Estas consideran un rango de valores para la masa molecular, el area
de superficie polar topologica (TPSA), el nimero de 4&tomos capaces de formar enlaces
de hidrogeno, entre otros, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Druglikeness de reglas empiricas clasicas.

Modelo Druglikeness Ref.

Lipinski MW<500, logP<4.15,N 6 O <10, NH 6 OH <5 (D)

Ghose 160<MW<480, -0.4<logP<5.6, 40<MR<130, 20<atomos<70 (2)

Veber Enlaces rotables <10, TPSA <140 3)

Egan logP<5.88, TPSA<131.6 (4)

Muegge 11200<MW<600, -2<logP<5, TPSA<150, anillos<7, C>4, (5)
eteroatomos>1, enlaces rotables< 15, HBA<10, HBD<5

MW: masa molecular, logP: coeficiente de particién agua-octanol, MR: refractividad molar, TPSA: area
superficial polar topologica, HBA: aceptor de enlace puente de hidrogeno, HBD: donador de enlace
puente de hidrogeno.

Uno de los pardmetros mas recurrentes es el coeficiente de particion, que consiste en la
relacion de las concentraciones de la molécula en estudio entre dos disolventes
inmiscibles en equilibrio. El coeficiente de particién octanol-agua (logP) se utiliza como
una medida de lipofilia y un indicador general de la permeabilidad celular (6), con valores
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Optimos reportados entre 1 y 3. Se han desarrollado varias herramientas para la prediccion
de logP (7), principalmente para ahorrar en reactivos quimicos, esfuerzo y tiempo. De
este modo, encontramos métodos basados en mecanica cuantica (ab initio, semiempiricos,
DFT, etc.), que requieren el calculo de la energia electronica de la molécula en octanol,
aguay vacio, para estimar el logP mediante la determinacion del valor de 1a Energia Libre
de Gibbs. Estos métodos son menos adecuados para su aplicacion en grandes bases de
datos debido a su alto costo computacional. Métodos menos costosos, y por lo tanto
considerados estandar, se basan en la suma de las contribuciones al logP por 4tomo o
grupo funcional (también llamado fragmento) (8—14). Aunque estos métodos presentan
un buen grado de prediccion, tienen diferentes limitaciones, como valores irreales, sesgo
que subestima el logP, nimero limitado de atomos de metales de transicion, entre otros.
Con respecto al uso de metales de transicion (15), es necesario generar bases de datos de
compuestos bioinorganicos (16) debido al significativo potencial farmacologico
representado por complejos o compuestos de coordinacidén entre biometales y farmacos
organicos. Estos posibles metalofirmacos exhiben una alta versatilidad quimica en
términos de farmacocinética y farmacodinamica.

R es uno de los lenguajes de programacion més utilizados en quimioinformatica, biologia
estructural e inteligencia artificial, entre otros (17,18). Algunas bibliotecas en R facilitan
el preprocesamiento y la visualizacion de datos, el desarrollo de redes neuronales o el uso
de computacion paralela en los procesadores; las que usamos en este trabajo se mencionan
especificamente a continuacion. Tidyverse es un conjunto de paquetes en R disenados
para facilitar y mejorar el flujo de trabajo en analisis y manipulacion de datos (19).
Tidyverse proporciona un conjunto coherente y consistente de herramientas para realizar
tareas comunes en analisis de datos, como tibble, ggplot2, entre otros. DoParallel es otro
paquete en R que se utiliza para facilitar la ejecucion paralela de tareas en multiples
nucleos de procesadores (20). La ejecucion paralela implica realizar multiples tareas
simultdneamente, distribuyendo la carga de trabajo entre los diferentes nucleos de
procesadores de una computadora. Esto puede conducir a mejoras significativas en la
velocidad de ejecucion y la eficiencia del programa, especialmente cuando se trata de
operaciones intensivas computacionalmente. El paquete caret (Classification And
REgression Training) en R es una herramienta versatil y poderosa que ayuda
eficientemente en la creacion, evaluacion y ajuste de modelos de aprendizaje automatico
(21). Su objetivo es simplificar y estandarizar el proceso de desarrollo de modelos, desde
la preparacion de datos hasta la evaluacion y seleccion del modelo. El paquete VIM
(Visualization and Imputation of Missing Values) en R esta disefiado especificamente
para abordar el problema de los valores faltantes en los conjuntos de datos (22). Los
valores faltantes son una ocurrencia comuin en el andlisis de datos y pueden ser
problematicos, potencialmente introduciendo sesgos o afectando la calidad del analisis y
los resultados del modelo. El paquete neuralnet en R es una herramienta utilizada para
construir y entrenar redes neuronales artificiales (ANNs). Las ANNs son un tipo de
modelo de aprendizaje automatico inspirado en la estructura y funcionamiento del cerebro
humano. Estas redes son capaces de aprender a partir de datos y realizar tareas como
clasificacion, regresion y reconocimiento de patrones. En este trabajo, proponemos la
prediccion de logP utilizando redes neuronales en el lenguaje de programaciéon R, basada
en una base de datos original compuesta por moléculas con una masa molecular superior
a 500 Daltons. Estas moléculas son de interés en la quimica bioinorgdnica medicinal
debido a su alta afinidad por el hierro (sideroforos). La prediccion del logP para
sider6foros nos permitira filtrar rapidamente moléculas con el potencial de llevar a cabo
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la estrategia farmacologica del efecto Caballo de Troya, que involucra la internalizacion
de metales abioticos en microorganismos patdgenos resistentes a los antibioticos.

PARTE EXPERIMENTAL

En este trabajo desarrollamos una base de datos de sider6foros y mostramos como a través
de la generacion de sus descriptores moleculares podemos predecir eficientemente su
coeficiente de particion (LogP). Primero, hemos creado nuestra base de datos de 232
sider6foros mediante una busqueda en la literatura cientifica en repositorios y paginas
web. Se extrajeron los codigos SMILES (23) de las estructuras o se generaron si en caso
no estaban disponibles. Para esta tarea nos apoyamos de Avogadro y ademads
desarrollamos la pagina web https://quimicaorganica.streamlit.app. Esta web es de acceso
libre y fue desarrollada usando recursos de codigo abierto. Usando el codigo SMILES
generamos las coordenadas tridimensionales y pre-optimizamos las estructuras usando el
algoritmo de descenso de gradiente y el campo de fuerza MMFF94 con Open Babel.
Después de generar las 232 estructuras tridimensionales en formato MOL2, utilizamos el
programa RFL-Score (24) para extraer 250 descriptores quimicos utilizando los
programas de quimioinformatica Padel (25) y RDKit (26), donde nuestro atributo a
predecir es el logP, indicado como MolLogP. Los paquetes de R: Tidyverse, doParallel,
caret, VIM, neuralnet, y modelr, fueron empleados para realizar el preprocesamiento de
datos, la eliminacion recursiva de caracteristicas (RFE), la separacion de los datos (80%
para el entrenamiento y 20% para la prueba), el desarrollo del modelo y el célculo de
métricas de evaluacion, como ya hemos reportado previamente (27). Este procedimiento
se resume en la Figura 1.

Metodologia

Articulos

cientificos [ |
Open Babel*){ Ligandos 3D ‘

|

Seleccidn de
RFLscore >

Sideroforos

Dataset
X: Descriptores
(232 % 250)
Y: LogP
(232x1)

Dataset
(232 x 116)

—
O ——— |

Base de datos
de sideroforos
en SMILES

Descriptores

Regresion (ANN)
Dataset split: RFE
80% Entrenamiento (232x31)

20% Prueba

Meétricas

Figura 1. Resumen de la metodologia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La base de datos moleculares en formato CSV (separado por comas), los descriptores
generados, las estructuras tridimensionales, el modelo y los cddigos implementados se
encuentran disponibles en nuestro repositorio: https://github.com/inefable12/logP ann.
De los 250 descriptores obtenidos con Padel y RDKit (Figura 2), una gran cantidad estaba
compuesta de ceros, por lo cual, desarrollamos un script para considerar las columnas con
un mayor aporte de datos no nulos. De esta manera, conservamos unicamente 116
columnas de las 250 iniciales, que contenian al menos 150 datos diferentes de cero, lo
cual significo una disminucion del 46% del total de atributos. También se incorpor6 una
columna con el tipo de sider6foro a la base de datos. Esta informacion es valiosa para
posteriores investigaciones asociadas con el desarrollo de modelos de clasificacion
basado en descriptores moleculares.

nAtom nHeavyAtom nH nC nN no
e =
40 80 120 160 20 40 60 80 ZrO d‘U GYO B‘U 1‘00 2‘0 3‘0 4IIJ 5'0 EIU ] 5 10 15 5 10 15 20 25
nBondsD2 nBondsM nRing Chidv MolMR MolWt
e R e R
||||||| T T T —T T T T —T T
2 468 12 5 15 25 k 01 2 3 4 5 6 01 2 3 4 5 0 50 150 250 0 400 800 1200
NHOHCount NOCount NumHAcceptors NumHDonors TPSA MolLogP
[I- - - - 4osee o | | ----- I 3-----+4 I I - - - | ‘. -4 l ----- a----e 0 feee-- [ o
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Figura 2. Boxplots de algunos atributos en nuestra base de datos.

Durante la seleccion de atributos con RFE aplicada a los 116 atributos, se identificé un
menor error cuadratico medio (RMSE) en la validacion cruzada repetida cuando se
utilizaron 31 atributos, como se destaca con un punto azul en la Figura 3. Estos
corresponden a los descriptores: TPSA, PEOE VSAn (n: 1, 6, 7, 8, 9, 10, 12), nN,
SlogP VSAS, SlogP VSAm (m: 1, 6, 7), SlogP VSA2, SA EState7,
MQNs_polarity counts hba, Chi3v, SMR_VSAS, MQNs_atom_counts_ao,
NumHeteroatoms, Kappa3, NOCount, NumHDonors, nC, FractionCSP3, Chi2v,
MQNs_atom counts ¢, SMR_VSA3, BalabanJ, SMR_VSA7, NHOHCount. En seguida
los datos fueron normalizados y particionados en conjuntos de entrenamiento (80%) y
prueba (20%) para la siguiente etapa.

La arquitectura de la ANN consistié en 31 descriptores como entrada (input), 3 capas
ocultas (3, 5 y 3 neuronas, respectivamente) y 1 salida, la prediccion de LogP (Figura 4).
Al representar graficamente los datos de prueba, “LogP real” frente a los valores
predichos o “LogP predicho” observamos la tendencia de estos valores (Figura 5). La
regresion lineal nos da 0.99, 0.011, 0.00012, 0.0083 para las métricas R, RMSE, MSE y
MAE, respectivamente, lo cual es un indicador de la alta precision del modelo, como se
observa en la Figura 5. Empleamos un script para distribuir la ejecucion de célculos en
los procesadores en paralelo, lo cual permitié poder explorar diferentes combinaciones
de capas ocultas, nimero de neuronas y tasa de aprendizaje, sin depender del uso de
supercomputacion que es habitual en estos casos.
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Figura 3. RMSE vy validacion cruzada respecto al numero de variables.

PEOE_VSAI -
PEOE_VSA49 O
PEOE VSA10 O~
MONs_atom_counts_ao O-
Chi3v O-
SMR_VSA50~
SlogP VSAG6 O~
NumHeteroatoms O
Kappa3 O
SlogP VSA7 -
NOCount O-
NumHDonors O
nC O— N
FractionCSP3 - N ~C-
Chi2v O < a-O— o —
MQNs_atom_counts_c¢ O = O ~(O- — ~0 MoiLogP
SMR VSA43 O— 7 PO —O—
BalabanJ © 7 O
SMR_VSA7 -
PEOE VSA12 O~
NHOHCount O~
PEOE_VSA46 O-
TPS4 O—
nN -
SlogP_VSAS5 O
SlogP VSAI o
PEOE VSA7 O
SlogP VSA2 -
SA_EState7
PEOE_VSAS o
MONSs_polarity_counts_hba -

Input Layer € 33 Hidden Layer € &2 Hidden Layer € &° Hidden Layer € 3° Qutput Layer € B!

Figura 4. Red neuronal: 31 inputs, 3 capas ocultas (3, 5 y 3 neuronas) y 1 output.
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Figura 5. Valores de LogP normalizados del grupo de prueba.

Si bien estamos demostrando la obtencion de un modelo con excelentes métricas para la
prediccion del target, en general es requerido realizar una optimizacion de
hiperparametros lo cual requiere de computacion de alto rendimiento, como se han
reportado en otros trabajos. Tetko y colaboradores trabajaron la prediccion de logP basado
en el método de distribucidn atémica reportando un R? de 0.918, utilizando un generador
de descriptores comercial (MOE) y SMARTS, un codificador molecular més sofisticado
que SMILES (18), mientras que otra publicacion reciente basada en aprendizaje por
transferencia predice el logP de pequefias moléculas de un conjunto de datos de Reaxys
y PhysProp con un R2 de 0.988 (13). Por lo tanto, destacamos nuestro procedimiento por
tratarse de un modelo eficiente y constituido con herramientas de codigo abierto.
Finalmente, la base de datos es también accesible desde https://sideroforos.streamlit.app,
desde dispositivos méviles y computadoras en cualquier sistema operativo (Figura 6).
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Figura 6. Pagina web para la visualizacion de la base de datos de siderfioforos.
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CONCLUSIONES

Este trabajo ha generado una base de datos tnica que incluye el cédigo SMILES, las
coordenadas atomicas tridimensionales y 250 descriptores moleculares de 232
sideroforos, lo que permitird a otros investigadores trabajar mas facilmente en estudios
de propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas de estas moléculas. Se ha demostrado
que es posible predecir el coeficiente de particion octanol-agua (logP) de los sideroforos
mediante redes neuronales artificiales con un alto grado de precision (R? = 0.99). Este
método es particularmente relevante, dado que el calculo experimental del logP es costoso
y la prediccion computacional tradicional se ve limitada por la masa molecular y el tipo
de atomos en las moléculas. A diferencia de otros estudios que dependen de herramientas
computacionales costosas y bases de datos comerciales, este trabajo demuestra que es
posible obtener modelos predictivos eficientes utilizando recursos computacionales
domésticos y software de cddigo abierto, lo que facilita su aplicacién en una variedad de
entornos de investigacion. La base de datos y el modelo desarrollado proporcionan una
herramienta valiosa para estudios de farmacos basados en el efecto Caballo de Troya, la
simulaciéon molecular y el desarrollo de nuevos modelos predictivos en quimica
medicinal. Aunque se ha logrado una excelente precision en la prediccion del logP,
destacamos también la necesidad de optimizar los hiperpardmetros del modelo para
obtener resultados aun mas robustos, particularmente si se emplean técnicas de
computacion de alto rendimiento. Este estudio sienta las bases para investigaciones
futuras en el campo de la quimioinformatica y el disefio de farmacos basados en
sideroforos, utilizando inteligencia artificial para abordar desafios clave en la prediccion
de propiedades moleculares.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE POLIMEROS
TELEQUELICOS DE 2-OXAZOLINAS

Juan Carlos Rueda*?, Hellyn Gudiel Honores?

RESUMEN

Se sintetizaron nuevos polimeros telequélicos funcionalizados conteniendo grupos etil
xantato y vinilo en el final de cadena. La sintesis fue llevada a cabo mediante la
polimerizacion cationica por apertura de anillo de la 2-etil-2-oxazolina (Etoxa) y 2-
metoxicarboniletil-2-oxazolina (Esteroxa) iniciada por el 1,4-frans-dibromobuteno en
acetonitrilo a 78°C y terminada por el etil xantato de potasio o por la 4-vinilbencil-
piperazina. Los polimeros telequélicos fueron caracterizados estructuralmente mediante
resonancia magnética nuclear (‘"H RMN y 3C RMN) y espectrometria infrarroja. Se
determin6 por 'H RMN que los grados de polimerizacion de los polimeros telequélicos
con grupos etil xantato y vinilo variaron entre 24-29 y 22-23 unidades, respectivamente
y estuvieron en concordancia con los valores tedricos. También, para ambos tipos de
telequélicos, los porcentajes molares de Etoxa y Esteroxa concordaron con las razones
molares iniciales de estos monomeros. El grado de funcionalidad de los grupos finales
etil xantato en los polimeros telequélicos con xantato vari6 entre 64 a 82% y fue de 69 y
98% para los polimeros telequélicos terminados con grupos vinilo.

Palabras clave: 2-oxazolinas, polimero telequélico, polimerizacidn catidnica “viva”.
P q > P

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF 2-
OXAZOLINE TELECHELIC POLYMERS

ABSTRACT

New functionalized telechelic polymers containing ethyl xanthate and vinyl groups at the
end of the chain were synthesized. The synthesis was carried out by the cationic ring-
opening polymerization of 2-ethyl-2-oxazoline (Etoxa) and 2-methoxycarbonylethyl-2-
oxazoline (Esteroxa) initiated by 1,4-trans-dibromobutene in acetonitrile at 78°C and
finished by potassium ethyl xanthate or 4-vinylbenzyl-piperazine. The telechelic
polymers were structurally characterized by nuclear magnetic resonance (1H NMR and
13C NMR) and infrared spectrometry. It was determined by '"H NMR that the degrees of
polymerization of the telechelic polymers with ethyl xanthate and vinyl groups varied
between 24-29 and 22-23 units, respectively, and were in agreement with the theoretical
values. Also, for both types of telechelics, the molar percentages of Etoxa and Esteroxa
agreed with the initial molar ratios of these monomers. The degree of functionality of the
ethyl xanthate end groups in the telechelic polymers with ethyl xanthate varied between
64 to 82% and was 69 and 98% for the telechelic polymers terminated with vinyl groups.
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INTRODUCCION

Las 2-oxazolinas son monomeros que polimerizan via polimerizacion catidnica por
apertura de anillo y producen polimeros lineales'-. Iniciadores de esta polimerizacién
son, por ejemplo, el tosilato y triflato de metilo, entre otros'. La caracteristica mds
importante de esta polimerizacion es que transcurre de forma “viva” o sea sin reacciones
secundarias tales como reacciones de terminacion o de transferencia de cadena y por esto
se pueden obtener polimeros con grados de polimerizacién y funcionalizacién prefijados®”
3. La polimerizacion de las 2-oxazolinas permite elaborar arquitecturas poliméricas tales
como, por ejemplo, polimeros telequélicos, macromondmeros, copolimeros en bloque,
copolimeros injertados, hidrogeles, etc!”.

Los polimeros telequélicos son polimeros que contienen funciones quimicas en sus dos
extremos de cadena. Estas funciones quimicas pueden ser, por ejemplo, aminas, acidos
carboxilicos, grupos vinilo, etc.® Estos polimeros pueden ser sintetizados, por ejemplo,
via el método de terminacion donde se introduce la funcion quimica mediante la reaccion
del agente terminador con la cadena propagante. Los polimeros telequélicos sirven para
sintetizar diversos polimeros tales como, por ejemplo, hidrogeles, lipogeles, polimeros
ciclicos, etc!. La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados
Unidos considera a la polimetiloxazolina y polietiloxazolina como polimeros
biocompatibles y por esta razdn existe un gran interés de los grupos de investigacion en
el mundo en este tipo de polimeros para aplicarlos al campo de la medicina®.

En esta investigacion se presenta la sintesis y caracterizacion de polimetros telequélicos
de polioxazolinas funcionalizados con grupos etil xantato y vinilo en el final de la cadena
polimérica.

PARTE EXPERIMENTAL

Las sustancias utilizadas en esta investigacion fueron usadas como recibidas o fueron
purificadas y secadas segun métodos estandar descritos en la literatura®'?. Cloruro de
succinilo metilico (pureza: 97%, procedencia: Aldrich), hidrocloruro de 2-
cloroetilamonio (97%, Merck), trietilamina (98%, Merck), 2-etil-2-oxazolina (97%
Merck), fue destilada antes de su uso, 4-vinilbencilcloruro (97%, Aldrich) destilado,
piperazina (97%, Aldrich). Los andlisis espectrométricos de resonancia magnética
nuclear (RMN), espectrometria infrarroja (FTIR), espectrometria ultravioleta/visible
(UV/Vis) y cromatografia de permeacion en gel (GPC) de las sustancias usadas o
generadas en esta investigacion se realizaron mediante métodos estandar de la literatura.®
8

Cromatografo de permeacion en gel (GPC), Water System, detector IR 410, UV 486,
columna ultrastyrolgels 7 micrometros, porosidad 500, 10°, 104 y 10° Angstrom.
Espectrometro de resondncia magnética nuclear (RMN) Bruker Advance III 500 NMR,
500.13 MHz para 'H y 125.75 MHz para '°C, solvente cloroformo deuterado.
Espectrometro infrarrojo (FTIR) Perkin Elmer, Spectrum 100, método ATR.
Espectrometro Ultravioleta visible Thermoelectron Corporation, modelo Helios Gamma.
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Purificacion del iniciador 1,4-trans-Dibromobuteno (DBB)

Se agreg6 4,11 g. de DBB a un vaso de 100 ml y luego se adicion6 10 mL de hexano y se
calent6é hasta 70°C hasta completa disolucion. Se dejo de agitar, y se enfrio el liquido
hasta temperatura ambiente. Se observé la formacion de cristales blancos de DBB, los
cuales se filtraron y se volvieron a disolver en hexano (10 mL) a 70°C, se volvid a enfriar
la solucion y se obtuvieron nuevamente los cristales de DBB. El DBB se sec6 y se guardo
a baja temperatura (5°C) en un baléon herméticamente cerrado y purgado con nitrégeno.
"H-RMN (CDCl;) &: 3,95 (-CH>-Br); 5,98 (H-C=C).

Purificacion del etil xantato de potasio

El etil xantato de potasio se purifico mediante recristalizaciones en tolueno y heptano'!.
Se disolvid 9,3 g. de etil xantato de potasio en 200 mL de acetona a 40°C. La solucion se
filtr6 y se concentré mediante evaporacion. A la solucidn se le agrego6 lentamente 800 mL
de tolueno, destilado y seco. Se observé la precipitacion del etil xantato de potasio. Se
eliminé el solvente sobrenadante y se seco con un flujo de nitrogeno seco. Se repitio el
procedimiento utilizando hexano como medio precipitante. Finalmente, el etil xantato de
potasio, se guardd en oscuridad y a baja temperatura (5°C). El porcentaje de perdida en
el proceso de purificacion fue del 30%. Se confirmd su estructura por resondncia
magnética nuclear (Fig. 1). 'H-RMN (D,0) §&: 1,35 (CHs), triplete); 4,45 (CH,-O,
cuadruplete), 4,75 (HDO).

Determinacion de la pureza del etil xantato de potasio mediante espectrometria
ultravioleta/visible11.

Se peso6 0,069 g. de etil xantato de potasio purificado en un vaso de 100 mL y se disolvio
con 50 mL agua destilada. Se colocé en fiola de 100 mL, y se enraz6 con agua pura. Se
tomo una alicuota de 8,8 mL que se llevo a una fiola de 500 mL y se enrazd con agua
destilada. Finalmente, mediante espectrometria UV/vis, se midio la absorbancia maxima
de esta solucidn acuosa de etil xantato de potasio a 226 nm y 302 nm. La relacion entre
la absorbancia del pico a 226 nm y el de 302 nm fue de 0,50 estando en concordancia con
la literatura'®. Se utilizo la absorbancia del etil xantato de potasio a 302 nm para hallar el
coeficiente de extincion (g) de este compuesto, y se obtuvo un valor de 17350, que esta
en concordancia con lo reportado en la literatura para el etil xantato de potasio puro
(17500)'!. Entonces, de los resultados de UV y RMN se estimo6 que el etil xantato de
potasio tiene alta pureza.

KS\_ _~OCH,CH;
HDO a | o b

S

‘so 40 30 200 10 00 ppm

Figura 1. Espectro 'H RMN del etilxantato de potasio en agua deuterada a 25°C.
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Sintesis de 2-Metoxicarboniletil-2-oxazolina (EsterOxa),%’

En primer lugar, se sintetizé el 7-cloro-4-oxo-5-azaheptanoato de metilo mediante la
reaccion, en 150 mL de diclorometano, de cloruro de succinilo metilico (20 g.) y el
hidrocloruro de 2-cloroetilamonio (15.4 g.) en presencia de trietilamina (30 g.) a 0°C. Se
obtuvo un rendimiento de 74%. Luego, en una segunda etapa, se obtuvo la 2-
metoxicarboniletil-2-oxazolina (EsterOxa) a partir de la ciclacion de 19 g. 7-cloro-4-oxo-
5-azaheptanoato de metilo con 7.6 g. de carbonato de sodio anhidro, y la aplicacién de
vacio (0,5 mmHg) durante 60 minutos>®®. El rendimiento fue del 60%. La EsterOxa se
caracterizd por RMN: 'H-RMN (CDCls) &: 2,44 (-CH.CH>CO-); 2,58 (CH>-CO); 3,67
(CH30CO); 3,71 (CH2-N=); 4,17 (CH»-0O). *C-RMN (CDCI;) §: 22,5 (-CH,CH,>CO-);
29,6 (-CH2CH>CO); 51,4 (CH30CO); 53,8 (CH2-N=C); 66,9 (CH2-O-C); 165,9 (N=C-
0); 172,3 (O-C=0).

Sintesis de 4-Vinilbencilpiperazina (4-VBP)!?

La sintesis de la 4-VBP esta descrita en la literatura por Nuyken y colaboradores.12 Esta
sintesis consiste en hacer reaccionar a 0°C el cloruro de vinilbencilo con un gran exceso
molar (15/1) de piperazina anhidra en cloroformo anhidro. Se obtuvo un liquido amarillo
rojizo con 95% de rendimiento.

IH-RMN (en CDCI3) &: 1,51 (NH); 2,40 (NCH2-); 2,83 (CH2-NH); 3,46 (Ar-CH2); 5,2;
5,7, 6,7 (CH2-CH-); 7,3 (Har).

Sintesis de polimeros telequélicos con grupos terminales etil xantato

En primer lugar, se realiz6 la polimerizacion de los mondmeros 2-etil-2-oxazolina (Etoxa)
y 2-metoxicarboniletil-2-oxazolina (Esteroxa) (en wuna proporcion molar de
Etoxa/Esteroxa= 80/20), via una polimerizacion cationica por apertura de anillo, iniciada
por el 1,4-trans-dibromobuteno (DBB) en acetonitrilo a 78°C en un tiempo de reaccion
de 5,5 horas y se determind que en este tiempo de reaccidon se alcanzé el 100% de
conversion de los monoémeros. En segundo lugar, se realizaron todos los demas
experimentos usando este tiempo de reaccion y bajo las mismas condiciones de reaccion.
Ejemplo tipico: (Polimero P1): Se coloco en un reactor, bajo atmdsfera de nitrégeno seco,
0,5 g. (2,33 mmoles) de DBB, 4,12 g. (41,6 mmoles ) de EtOxa, 1,62 g. (10,3 mmoles)
de EsterOxa y 12,5 mL de acetonitrilo. Se polimerizo a 78°C y luego de 5,5 horas se
enfrid la mezcla de reaccion a temperatura ambiente y se termind la polimerizacion con
3,7 g. (23,3 mmol) de etil xantato de potasio disuelto en 50 mL de acetonitrilo. Se filtro
la mezcla de reaccidon y se evapord el solvente a presion artmosferica. Luego, se agrego
40 mL de diclorometano (para disminuir la viscosidad de la mezcla) y se lavo, tres veces
con 25 mL de una solucion saturada de cloruro de sodio (para eliminar la sal remanente
de etil xantato de potasio). Finalmente, a la mezcla se le agreg6 4 g. de MgSO4 para secar
la solucion. Posteriormente, se filtrd la mezcla y se evaporo el solvente obteniéndose un
polimero. Se disolviod el polimero en 20 mL de cloroformo y se precipité en 200 mL de
éter dietilico. Se repitio este proceso (disolucion-precipitacion) tres veces y finalmente el
polimero seco se guard6 en un vial herméticamente cerrado a 5°C, bajo atmosfera de
nitrogeno seco. Este polimero se caracterizé mediante RMN y FTIR: 1H-RMN (CDCI13)
d: 1,12 (-CH3); 1,42 (CH3-CH2-0OC=Y); 2,39 (-CO-CH2—-CH3); 2,65 (-CH2CH2-CO-
0); 3,45 (N-CH2); 3,65 (O-CH3); 3,95 (=CHCH2); 4,65 (O-CH2-CH3); 5,53 (=CH-).
13C-RMN (CDCI13) 8: 174,5 (C=0); 127,5 (C=C); 70,6 (S-COCH2); 51,7 (OCH3); 50,0
(=CH-CH2); 45,3 (NCH2CH2); 33,6 (-CH2SC); 25,9 (COCH2CH3); 13,7(-CSO-
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CH2CH3), 9.3 (COCH2CH3). FTIR (cm-1): 2,978 (C—H alifatico), 1,734 (C=0, éster),
1,629 (N-C=0O amida), 1,193 (C=S)13.

En el caso del telequélico terminado con grupos vinilo se procedi6 de forma similar solo
que al momento de realizar la terminacion se agreg6 2,82 g. de 4-vinilbencilpiperazina
(caso de polimeros PB) a la mezcla de reaccion. Para desprotonar el final de cadena del
polimero se agito la mezcla con carbonato de potasio a 20°C durante 12 horas. Se filtro y
se precipitod en éter dietilico, tres veces. Se caracterizo via RMN:

IH-RMN (CDCI13) 6: 1,10 (<CH3); 2,30 (-CO-CH2-CH3); 2,65 (-CH2CH2-COO0); 3,40
(N-CH2); 3,65 (O-CH3); 3,95 (=CHCH2), 5,3, 5,7 (CH2-CH); 5,5 (=CHCH2); 6,7 (=CH-
), 7,2-7,6 (Har).

Ciclacion del polimero telequélico conteniendo funciones etilxantato.

Procedimiento tipico: en un frasco de vidrio, se disolvieron 2,0 g del polimero P1y 0,7583
(10,4 mmoles) g. de n-butilamina en 500 mL de tetrahidrofurano (THF), el cual fue
previamente secado con sddio metalico y destilado. En el frasco de vidrio se hizo
burbujear aire con ayuda de una bombilla y una pipeta durante 24 horas. Después de este
periodo se elimind el tetrahidrofurano por evaporacion hasta que se obtuvo el polimero
seco. Se disolvio el polimero en cloroformo y se precipitd en éter dietilico. Se filtro y se
seco el polimero obtenido. El polimero se guardo en un vial herméticamente cerrado y se
le denominé P1-S-S. Este polimero se caracterizo por RMN.

'H-RMN (CDCl3) é: 1,13 (-CH3); 2,39 (-CO-CH>—CH3); 2,6 (-CH>~CO-0); 2,85 (-CHz-
S-S-CH»-); 3,45 (N-CH2-CH»-N); 3,65 (O-CH3); 3,95 (=CHCH>); 5,53 (=CH-).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los monomeros 2-etil-2-oxazolina (Etoxa) y 2-metoxicarboniletil-2-oxazolina (Esteroxa)
fueron polimerizados via una polimerizacion cationica por apertura de anillo, iniciada por
el 1,4-trans-dibromobuteno (DBB). En todos los experimentos siempre se uso un tiempo
de reaccion de 5,5 horas a 78°C porque en este tiempo de reaccion, y bajo las mismas
condiciones de reaccion, se alcanzo el 100% de conversion de los monomeros. Se variod
el porcentaje molar de EsterOxa entre 18 y 44% para que en una investigacion posterior
los grupos éster se pueda hidrolizar y obtener grupos acido carboxilicos que pueden
posibilitar introducir nuevas funcionalidades y propiedades a los polimeros telequélicos.
El iniciador 1,4-trans-dibromo buteno (DBB) es un iniciador de doble funcionalidad y
entonces se inician dos cadenas poliméricas por cada molécula de iniciador DBB.

Sintesis y caracterizacion de los polimeros telequélicos con grupos terminales etil
xantato

Los telequélicos de EtOxa y de EsterOxa con grupos etil xantato fueron obtenidos
mediante la terminacion de la polimerizacion con una solucidn de etilxantato de potasio
en acetonitrilo (Esquema 1, caso 1). Al terminar la polimerizacion con el etil xantato de
potasio se introdujo este grupo funcional en los dos finales de cadena del polimero
formandose asi un polimero telequélico. En la Tabla 1 (Polimeros PA) aparecen las
condiciones de la polimerizacion y los resultados obtenidos en la misma. La estructura de
los polimeros telequélicos fue confirmada mediante los espectros 'H y '3C RMN
(Ejemplo, espectros 'H RMN de PA2 y *C RMN de PA1 en Fig 2 y 3, respectivamente).
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Los porcentajes molares de los monomeros Etoxa y Esteroxa en los copolimeros
telequélicos se hallaron mediante el analisis cuantitativo del espectro 'H RMN (Fig. 2),
comparando las sefiales “f** (de Etoxa) versus “h+i*“ (de Esteroxa) y esta razon fue similar
a la razon molar inicial de estos mondémeros (Tabla 1). El grado de polimerizacién de los
polimeros telequélicos fue hallado comparando la suma de las sefiales “f“ y “h+i“ versus
la senal del iniciador “a*“ y fueron muy cercanos al valor de la relacién molar inicial
(Etoxa+Esteoxa)/Iniciador) (Tabla 1). Esto fue una evidencia de que la polimerizacion
transcurrié en forma ‘“viva” o sea solo ocurrieron las reacciones de iniciacion y de
propagacion y no las reacciones secundarias tales como las reacciones de transferencia
de cadena o de terminacion. La funcionalizacidon con grupos etil xantato fue determinada
comparando las integrales de las sefiales ,,c* y ,,a“. Sin embargo, los porcentajes de
funcionalizacion con etil xantato no fueron mayores al 82% a pesar de que uso un gran
exceso molar (de 10 a 1) de etil xantato de potasio en la reaccion de terminacion para
forzar estadisticamente la inclusion de esta sustancia en el final de cadena. Este resultado
significa que algunos extremos de las cadenas poliméricas de los polimeros telequélicos
no contuvieron el grupo etil xantato. Es probable que la terminacion habria ocurrido por
reaccion de las cadenas propagantes oxazolinicas con restos de humedad en algin
componente del sistema de reaccion o que, como se postula mas adelante, una parte del
grupo etil xantato incorporado al polimero se perdiera en el proceso de purificacion por
reacciones secundarias. Entonces, como resultado se obtuvo una mezcla de polimeros,
algunos (porcentaje mayor) conteniendo dos grupos etil xantato en sus dos extremos
(polimeros telequélicos) y un pequefio porcentaje de los polimeros con un solo grupo etil
xantato en sus extremos de cadena.

\| + |CH2 Br!
CH2 &Hz N\/NCHzCHz— N +—’.
BrCH, N H (I:H3 Loo cH, (|: - XS
- ek - e
H / \CHZ Br éH3 J:Hz
DBB 0O0CH,
Casol:
K'S, OCH,CH
\ 2 3
T e
S /c - /
- AN
KBr. MoCN, 25°C H CHy—ENCH,CH, -+ NCH,CH, s\C O-CH,CH;
C=0 C=0
| I
Cnen, S
EH,CO0CH,
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Caso 2:

--CH, \ C/H
c=
HI\/\:)\J_ CHz-<(:)>—CH=CH2 ! / \C

> H, NCHQCH27LI\|ICH2CH2 I\{_\N—CHz—@—CH:CH2
o —
1) -KBr, MeCN, 25°C ézo C=0
2) K2COs, CHCl3, 25°C | |
CH)CH;  CH,
CH,COOCH,
PB

Esquema 1. Mecanismo de reaccion de la sintesis de los polimeros telequélicos con
grupos terminales etil xantato y vinilo. DBB (iniciador) = 1,4-frans-Dibromobuteno, C=
cation oxazolinico propagante. Caso 1 y Caso 2 : reacciones de terminacion con el etil
xantato de potasio, y con la 4-vinilbencil-piperazina, respectivamente.

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

Polimero® Mi/DBB®  Mf/DBB® Mn(RMN)!  Esteroxa® Fe

PA1 22 25 3040 18 64
PA2 25 29 3380 19 69
PA3 22 25 2770 - 80
PA4 24 24 3160 35 82
PB1 21 22 22 69
PB2 22 23 56 98

9Denominacion del polimero telequélico con grupos etil xantato (PA) y con grupos vinilo
(PB), b) Relacion molar inicial (Etoxa + Esteroxa)/Iniciador, ¢) Grado de polimerizacion
= Relacion molar experimental (Etoxa + Esteroxa)/Iniciador en el polimero telequélico
obtenida via andlisis cuantitativo de 1H RMN d) Peso molecular obtenido a partir del
grado de polimerizacion experimental del telequélico obtenido via el espectro 1H RMN,
e) Porcentaje molar de Esteroxa en el polimero telequélico (1IH RMN), f) En el caso de
PA3 solo se us6 Etoxa, g) Funcionalizacion del polimero telequélico obtenida mediante
IH-RMN a traves de la comparacion entre la senal “c”de los grupos etil xantato (o las
sefales “k y I” de los grupos vinilo) y las sefiales “a” y “b” del iniciador.

En todos los experimentos siempre se us6 acetonitrilo como solvente, y una temperatura
y tiempo de reaccion de 78°C y 5.5 horas, respectivamente-

Los valores de peso molecular y dispersion de peso molecular fueron 2,600, y 1.35 y de
2,500y 1.32 para PA1 y PA2, respectivamente. Estos valores fueron obtenidos mediante
cromatografia de permeacion en gel (GPC). Para todos los copolimeros se us6 una
relacion molar inicial de 20% molar de EsterOxa y 80% molar de Etoxa, excepto para
PA4 que se us6 40 % molar de Esteroxa y 60% molar de EtOxa. Para PB1 se us6 20 %
molar de Esteroxa y 80% molar de EtOxa y para PB2 se usé 50% molar Etoxa y 50%
molar Esteroxa, respectivamente.

Adicionalmente, se llevd a cabo una reaccion de modificacion de los polimeros
telequélicos PA1 y PA2. Se realiz6 la reaccion de ciclizacion del polimero telequélico

Rev Soc Quim Peru 90(2) 2024



112 Juan Rueda, Hellyn Honores

mediante la aminolisis del grupo etil xantato con un exceso de n-butilamina, obteniendose
grupos tioles en los extremos de cadena y luego estos grupos se oxidaron con el oxigeno
del aire, en tetrahidrofurano, para conseguir finalmente grupos disulfuro que cerraban la
estructura del polimero obteniéndose asi polimeros ciclicos (Esquema 2).

Cabe mencionar que la reaccion anterior se llevo a cabo en forma muy diluida, segun
datos de la literatura', para evitar estadisticamente la reaccion de dimerizacion de los
polimeros (reaccién intermolecular) y favorecer al maximo la ciclaciébn o reaccion
intramolecular del polimero.

b e e c d
H\ #CHy NCH,CH, 7L NCH,CH, Sn ~O-CHyCH;
C=C | I G
7 N\ =0) =0 Il
= ==CH, H n
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Figura 2. Espectro 'H RMN del polimero telequélico PA2 (Etoxa (81% molar) y Esteroxa (19% molar),
2n=29) terminado con grupos etil xantato. Funcionalizacion con etil xantato = 69%.
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Figura 3. Espectro C RMN del polimero telequélico PA1, 2n=25) terminado con grupos etil xantato.

Funcionalizacién con etil xantato = 64%.

En el espectro 'H RMN de los polimeros ciclados se observé la desaparicion de la sefial
de los grupos metilo y metileno del etil xantato de potasio en 1,4 y 4,5 ppm,
respectivamente y la aparicion de la senal de los grupos metilenos (-CH2-S-S-CH3) del
disulfuro en 2,8 ppm (Fig. 4). La reaccion de ciclizacion de PA2 fue estudiada mediante
la técnica de RMN y se obtuvo una secuencia de espectros de 'H RMN donde se observo,
conforme transcurria el tiempo, la desaparicion paulatina de las sefiales de los grupos etil
xantato y la aparicion simultdnea de las sefiales del grupo O-tiocarbamato (producto de

la ciclizacion) y del grupo disulfuro en 2,8 ppm (Fig. 5 y 6).
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Esquema 2. Reaccion de ciclizacion de los polimeros PA1 y PA2. Donde P=PA1 o PA2
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Figura 4. Espectros 1H RMN del polimero telequélico PA1, después de ser ciclado. Se observa la
desaparicion de las sefiales del grupo etil xantato en 1,4 y 4,65 ppm.
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Figura 5. Secuencia de espectros 'H RMN de PA2 en el proceso de ciclizacion. Se obtuvo un
rendimiento del 98% al cabo de 14 horas de la reaccion llevada a cabo en el tubo de RMN.

Cabe mencionar que en el espectro 'H RMN de los polimeros telequélicos tambien se
observa esta sefial en modo mas débil (sefial en 2,8 ppm Fig. 2). Por esto, es posible que
en la sintesis del polimero telequélico si se obtuviera inicialmente una mayor
funcionalizacion de los polimeros telequélicos con grupos xantato pero que esta
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funcionalizacion disminuyera en el proceso de purificacion de los polimeros debido
posiblemente a una hidrdlisis parcial del grupo etil xantato. Es conocido de la literatura
que los compuestos que contienen atomos de azuftre, tales como los xantatos, disufuros,
tioles, etc, son quimicamente muy inestables'>:®,

El interés en la obtencion de polimeros ciclicos es que este tipo de polimeros pueden
utilizarse, por ejemplo, para adsorberse sobre superficies de nanoparticulas metalicas, por
ejemplo, nanoparticulas de hierro posibilitando una alta estabilidad de las mismas'*

Figura. 6. Secuencia de espectros 1H RMN de PA2: Se observa el incremento de la cantidad de grupos
disulfuro en el polimero telequélico conforme transcurre la reaccion de ciclizacion,

Sintesis y caracterizacion de los copolimeros telequélicos con grupos terminales
vinilo

Se sintetizaron también telequélicos de Etoxa y Esteroxa conteniendo grupos vinilo en
los extremos de cadena. Esto se realizO mediante una polimerizacion catidnica por
apertura de anillo de los mencionados mondmeros, la cual fue iniciada por el
dibromobuteno (DBB) en acetonitrilo y en este caso la terminacion fue llevada a cabo
con la 4-vinilbencilpiperazina (4-VBP) (Esquema 1, caso 2). Con este método se
consiguié introducir en el final de cadena los grupos vinilo. Los polimeros telequélicos
fueron denominados PB1 y PB2. Los resultados se consignan en la Tabla 1.

Se determind, mediante los espectros RMN de estos polimeros, que PB1 y PB2 tuvieron
un grado de polimerizacion de 22 y 23, un contenido de Esteroxa de 22 y 56% molar en
concordancia con el valor tedrico de 25 y 50 % molar y también que su funcionalizacion
fue de 69 y 98%, respectivamente (Fig. 7). La funcionalizacion de 98% se consiguio
cuando se uso en la etapa de terminacion un exceso de agente terminador del 600% ya
que de esta manera se forzo en términos estadisticos la reaccion del terminador (4-VBP)

con la cadena propagante en tanto que con una terminacion equimolar solo se obtuvo 69%
de funcionalizacion.

Rev Soc Quim Peru 90(2) 2024



116 Juan Rueda, Hellyn Honores

a h "
e Hz\ / . . f+g
/ \ c L 3 k |
H c:1,{N(uzcra,%vcmcu,fw N-ci,~{O)-cH-CH,
b [¢=0 A arom.
CHCH;  (Ha f "
d e  CH,COOCH; J‘
g h |
arom. d
" I [X
j | i a . b ‘i |
b al ]/\ 1t _-m/\-’J \M_ _/J ‘\

70 65 6. 5.0 4.5

SO T e
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pm

CONCLUSIONES

Se elaboraron nuevos polimeros telequélicos a partir de la polimerizacion por apertura de
anillo de la 2-etil-2-oxazolina y 2-éster-2-oxazolina terminada por el etil xantato de
potasio y la 4-vinilbencil-piperazina. Estos polimeros telequélicos contuvieron grupos etil
xantato o vinilo en sus extremos de cadena. La funcionalizacion maxima obtenida con
grupos etil xantato fue del 82% molar debido posiblemente a la inestabilidad de los grupos
terminales etil xantato en el final de cadena. Los telequélicos con grupos xantato fueron
ciclados mediante una reaccion de aminoélisis con n-butilamina y posterior oxidacion, con
oxigeno, de los tioles generados. Se formaron copolimeros ciclicos conteniendo grupos
disulfuro. Por otro lado, con los polimeros telequélicos de polioxazolinas conteniendo
grupos vinilo en sus finales de cadena se consigui6 obtener 98% de funcionalizacién con
estos grupos cuando se us6 un gran exceso del agente terminador.
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	Introducción. - El "nogal peruano" es un árbol grande distribuido en varias regiones del Perú, principalmente en áreas de bosques secundarios tardíos y maduros. Las especies proveedoras de aceites esenciales antioxidantes son consideradas valiosas par...
	Objetivos. - Evaluar la composición química, actividad antioxidante y anti-Candida albicans del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels.
	Materiales y métodos. - Se obtuvo el aceite esencial mediante una destilación por arrastre de vapor de agua. Se analizó su composición química por un análisis GC-MS y se evaluó su actividad antioxidante según los métodos de DPPH• y ABTS•+. Además, se ...
	Resultados. - El análisis de la composición química por GS-MS reveló la presencia de compuestos como el fitol, α-pineno, α-caryophyllene, copaeno y D-limoneno. Según el método DPPH•, el aceite esencial mostró un IC50 de 52,25 ul/ml. Con el método ABTS...
	Conclusiones. - Los compuestos químicos de mayor importancia del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels fueron el α-pineno, D-limoneno y Copaeno. Además, presentó una actividad antioxidante regular y una nula actividad anti-Candida albic...
	Palabras clave: antioxidantes, Candida albicans, aceites volátiles, Juglans, antifúngicos, fitoquímicos.
	Introduction. - The "nogal peruano" is a large tree distributed in several regions of Peru, mainly in areas of late secondary and mature forests. Species supplying antioxidant essential oils are considered valuable for health applications. Essential o...
	Objectives. - To evaluate the chemical composition, antioxidant and anti-Candida albicans activity of the essential oil of Juglans neotropica Diels leaves.
	Materials and methods. - The essential oil was obtained by steam distillation. Its chemical composition was analyzed by GC-MS analysis and its antioxidant activity was evaluated according to DPPH• and ABTS•+ methods. In addition, its anti-Candida albi...
	Results. - Chemical composition analysis by GS-MS revealed the presence of compounds such as phytol, α-pinene, α-caryophyllene, copaene and D-limonene. According to the DPPH• method, the essential oil showed an IC50 of 52.25 ul/ml. With the ABTS•+ met...
	Conclusion. - The most important chemical compounds of the essential oil of Juglans neotropica Diels leaves were α-pinene, D-limonene and Copaene. In addition, it presented regular antioxidant activity and null anti-Candida albicans activity.
	Key words:  antioxidants, Candida albicans, oils volatile, Juglans, antifungal agents, phytochemicals.
	El "nogal peruano" (Juglans neotropica Diels) es un árbol de gran tamaño, con un tronco recto y cilíndrico, que puede alcanzar hasta 35 metros de altura y tener un diámetro de entre 30 y 120 centímetros. En el Perú, se encuentra distribuido en varias ...
	Las especies proveedoras de aceites esenciales con actividad antioxidante se consideran como fuentes potenciales para el descubrimiento y desarrollo de compuestos activos con aplicaciones médicas, farmacéuticas y cosméticas. Tienen una gran ventaja so...
	Los aceites esenciales pueden contener más de 50 constituyentes en su composición química y sus evaluaciones in vitro e in vivo están asociadas a los efectos sinérgicos resultantes (4). Se ha demostrado que los aceites esenciales ricos en fenoles como...
	El contenido de compuestos bioactivos en las plantas es dependiente del ambiente y manera en la que se desarrolló; estos factores afectan en gran medida sus compuestos químicos y por ende sus propiedades medicinales (7). El objetivo del presente traba...
	PARTE EXPERIMENTAL
	Las hojas de Juglans neotropica Diels fueron adquiridas en el distrito de Chachapoyas, departamento de Amazonas, Perú. El proceso de recolección tuvo lugar a principios del año 2023. Posteriormente, las hojas se dejaron al aire libre, expuestas direct...
	El aceite esencial de las hojas de Juglans neotropica Diels se obtuvo utilizando un destilador semi industrial de acero inoxidable que funcionaba con vapor de agua. Cada destilación se llevó a cabo con una cantidad de 6 Kg de material, y en total se p...
	La composición química del aceite esencial extraído de las hojas de Juglans neotropica Diels fue analizada mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) utilizando el equipo GC Thermo Finnigan, TRACE-MS Cuadrupolo con el m...
	Se desarrolló la metodología propuesta por Blois (8), a partir de una solución stock al 40 % de  2,2-Difenil-1-Picril Hidrazilo se preparó una solución de trabajo en el rango de 0,6 a 0,7 de absorbancia. Este radical cromóforo de color violeta es esta...
	Se desarrolló la metodología de Re (9), la cual utiliza al radical catiónico ABTS•+, 2,2’-azinobis (3-ácido etilbenzotiazolina-6-sulfónico), cromóforo azul-verdoso, que es inhibido a una longitud de onda de 734 nm por compuestos antioxidantes. Se prep...
	Se realizó una prueba de microdilución cuantitativa de la muestra del aceite esencial de Juglans neotropica Diels, para determinar la menor concentración capaz de inhibir el crecimiento de Candida albicans siguiendo los protocolos modificados de Liu e...
	El análisis cromatográfico de gases acoplado a espectrometría de masa reveló la presencia de diversos compuestos de interés como lo es el fitol, α-pineno, copaeno, α-caryophyllene, Germacrene D, entre otros. Cada compuesto presentó un tiempo de retenc...
	La composición química del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels destaca la presencia de α-pineno, α-caryophyllene y D-limoneno, los cuales son característicos en el género Juglans (12,13), además, se encontró la presencia de α-Muuralen...
	Tabla 1. Datos cromatográficos de los compuestos químicos del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels
	El aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels exhibió una actividad antioxidante alta según el método DPPH• en un rango de 10 y 50 ul/ml con un porcentaje de inhibición de radicales libres del 14,26% y 48,18% respectivamente como se puede ap...
	La actividad antioxidante de los radicales libres depende de la estructura química y de la cantidad de los componentes químicos que poseen los aceites esenciales, uno de ellos son los compuestos dadores de hidrógeno y electrones (15). Uno de los compo...
	Tabla 2. Captación de radical libre DPPH• del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels
	El copano ha sido un componente químico de otros aceites esenciales, los cuales han presentado en los métodos in vitro actividad antioxidante distantes a la de los estándares como el trolox y ácido ascórbico (19). En un aislamiento de α-pineno ha pres...
	El aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels exhibió una actividad antioxidante alta según el método ABTS•+ en un rango de 10 y 50 ul/ml con un porcentaje de inhibición de radicales libres del 22,50% y 63,03% respectivamente como se puede a...
	Los IC50 obtenidos fueron de 52,25 ul/ml y 34,65 ul/ml de aceite esencial Juglans neotropica Diels en los métodos DPPH• y ABTS•+, respectivamente. El estándar trolox presentó IC50 de 2,0219 x 10-3 ul/ml en el método DPPH• y 2,649 x 10-3 ul/ml en ABTS•...
	Tabla 3. Captación de radical catiónico ABTS•+ del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels
	El aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels exhibió una concentración mínima inhibitoria (CMI) de > 40 ul/ml a las 24 y 48 horas según la Tabla 4 por lo que no se considera que tenga una actividad anti-Candida albicans en las concentracion...
	Tabla 4. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria del aceite esencial de hojas de Junglans neotropicans Diels frente a Candida albicans
	El aceite esencial de las hojas de Juglans neotropica Diels presentó un CMI de > 40 ul/ml a las 24 y 48 horas. por lo que se concluye que no tiene actividad anti-Candida albicans en las concentraciones ensayadas. El control ketoconazol también disminu...
	Se logró evaluar la composición química del aceite esencial de hojas de Juglans neotropica Diels, siendo los compuestos de mayor importancia el α-pineno, D-limoneno y Copaeno; debido a que son característicos de la especie y con gran potencial antioxi...
	Agradecer al Instituto de Investigación en Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales ¨Juan de Dios Guevara¨ y al Grupo de Investigación Recursos Naturales ¨RENATU¨ por brindar los laboratorios y equipos necesarios para realizar la presente investiga...
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	DEVELANDO EL POTENCIAL DE Chlorella sp. PARA LA ELIMINACIÓN DE BTEX: UN ENFOQUE INNOVADOR PARA LA BIORREMEDIACIÓN
	Los hidrocarburos aromáticos BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) son contaminantes persistentes y tóxicos provenientes de actividades industriales y derrames de petróleo que afectan significativamente la calidad del agua, del suelo y la salu...
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	BTEX aromatic hydrocarbons (benzene, toluene, ethylbenzene and xylene) are persistent and toxic pollutants from industrial activities and oil spills that significantly affect water and soil quality as well as human health. Given the limitations of phy...
	Keywords: Chlorella, Aromatic hydrocarbons, Bioremediation, BTEX, Biotechnology
	INTRODUCCIÓN
	Los impactos de la contaminación a causa de hidrocarburos aromáticos, y en especial los hidrocarburos aromáticos, mono y disustituidos, conocidos como BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xileno) representan un problema ambiental crítico que repercut...
	Los métodos tradicionales de remediación de BTEX incluyen técnicas fisicoquímicas como la adsorción con carbón activado, la oxidación avanzada y la filtración mediante membranas. Aunque estas tecnologías han demostrado ser efectivas en la eliminación ...
	La biorremediación es una estrategia para la descontaminación de ambientes contaminados que emplea organismos como microalgas, hongos, bacterias, consorcios microbianos o procesos (aeróbicos o anaeróbicos)9, para reducir la concentración y toxicidad d...
	Esta técnica se puede dividir en dos categorías: in situ (en un sitio contaminado) y ex situ (en otro lugar que no sea el área contaminada)12,13. La ficorremediación, es un tipo de biorremediación que se refiere a la utilización de micro o macroalgas ...
	El cultivo de microalgas proporciona un biotratamiento que ha han captado la atención de los investigadores debido a su versatilidad y eficiencia metabólica16. Son numerosas las investigaciones y proyectos que han utilizado las microalgas para metabol...
	Se ha demostrado que varias especies de microalgas de diferentes géneros, como Botryococcus, Chlamydomonas, Chlorella y Phormidium, tienen diferentes fines de ficorremediación. Sin embargo, seleccionar las especies de algas más adecuadas para la elimi...
	Entre las diversas especies de microalgas, Chlorella sp. destaca por su robustez, alta tasa de crecimiento y capacidad para adaptarse a diferentes condiciones ambientales, lo que la convierte en una candidata ideal para aplicaciones de bioremediación21.
	PARTE EXPERIMENTAL
	Se obtuvo un cultivo mixto de microalgas proporcionadas por el Laboratorio de Biología acuática de la Escuela de Biología de la Universidad Nacional de San Agustín. Se empleó el método de diluciones seriadas con medio BBM (Basal Bold Medium). Después ...
	Para la purificación del cultivo de la cepa ya aislada de Chlorella sp., se emplearon los métodos de Lavado por centrifugación y Ultrasonido, para la eliminación de bacterias. Se depositaron 6 mL de cultivo en fase de crecimiento exponencial en un tub...
	Se observó en fresco en microscopio a 40X y 100X y se midió el diámetro a través de la captura de microfotografías. Posteriormente, se analizaron las principales características estructurales de los cloroplastos.
	En una cámara de flujo laminar en presencia de mechero, se cultivó la microalga en placas Petri con medio Agar BBM con la técnica de rayado en estría. Para la elaboración del medio Agar BBM, se empleó la composición descrita reportada con anterioridad...
	Se monitoreó el crecimiento de la microalga mediante lecturas de su densidad poblacional por conteo en cámara de Neubauer, así como por espectrofotometría, previa elaboración de una curva patrón.
	Se agitó el cultivo hasta obtener una distribución homogénea y se succionó muestra del cultivo con una pipeta Pasteur. Se llenó la cámara de Neubauer con el cubreobjeto puesto, asegurando que los canales laterales se encuentren llenos. Se enfocó la cá...
	En donde: C corresponde a la concentración (cel/ml); N, al promedio de células presentes en 1 mm3 (0.1 μL) y dil, al Factor de dilución24.
	Se determinó la concentración celular indirectamente a través de la densidad óptica del cultivo empleando un espectrofotómetro. Se calibró el equipo con medio BBM estéril. Se agitó el cultivo recién inoculado hasta su distribución homogénea. Se llenó ...
	Para la selección de las longitudes de onda, se empleó el método de Determinación de la longitud de onda máxima por barrido espectral del Thermo Scientific INSIGHT 2 Software25. Asimismo, se consideraron las longitudes 440 nm y 680 nm, reportadas por ...
	En donde: DO = Densidad óptica; T = Transmitancia, % de luz incidente recibida por el fotodetector24.
	Asimismo, se calcularon los parámetros cinéticos de densidad óptica considerando:
	En donde: N = Densidad óptica; 𝜇 = constante específica de velocidad de crecimiento; g= tiempo de generación
	Se extrajo el DNA de la microalga mediante el método fenol-cloroformo alcohol isoamílico. Se depositaron 1,5 mL de cultivo de microalga en un tubo Eppendorf. Se centrifugó a 13000 rpm por 2 minutos. Se decantó el sobrenadante y se conservó el pellet d...
	Se volvió a suspender el DNA con 40 µL de agua ultrapura. Se validó la extracción de DNA por electroforesis en gel de agarosa 1,5% por 15 minutos, a 100 mV y 400 mA28.
	Se tomó 1 µL de muestra y se mezcló con 19 µL de Máster Mix. Para la elaboración del Máster Mix, se midieron con micropipetas los componentes mostrados en la Tabla 128.
	El ADN genómico de la región 18S rRNA fue amplificada en PCR usando los primers: Forward 5′-GCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC-3′ y Reverse 5′-GACCATACTCCCCCCGGAACC-3′ 29,30. Por otro lado, para la amplificación de la zona 28S rRNA, se usaron los primers: Forwar...
	El programa usado para PCR se muestra en la Tabla 1. Detalle del programa de PCR usado para este estudio. Los programas se utilizaron para amplificar la secuencia ribosómica para la identificación de la cepa de microalgas.33
	Tabla 1. Detalle del programa de PCR usado para este estudio. Los programas se utilizaron para amplificar la secuencia ribosómica para la identificación de la cepa de microalgas.
	Se realizaron dos secuenciaciones habiéndose empleado primers forward y reverse para ambos amplicones, 18S rRNA y 28S rRNA.
	Se ingresó la secuencia de nucleótidos en la base de datos NUCLEOTIDE BLAST de la NCBI para la identificación taxonómica de la microalga34.
	Para la evaluación de la depuración de hidrocarburos por medio de Chlorella sp. se preparó soluciones de hidrocarburos aromáticos (Benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos). La concentración remanente, después de 120 horas, fue evaluada usando un croma...
	Tanto las soluciones estándar de concentración conocida, como los concentrados obtenidos de los tratamientos fueron filtrados con jeringas de 5 ml y membranas Nylon de 0,22 um marca RephiQuik en viales de vidrio ámbar. Posteriormente se sellaron e ins...
	Con el fin de estimar la capacidad biodepuradora de Chlorella sp, se dividió el proceso en las siguientes etapas: Biorreacción, extracción, concentración y cuantificación.  Para la etapa de biorreacción, se optó por simular muestras de aguas contamina...
	Asimismo, para la etapa de Extracción, se seleccionó el método líquido-líquido. El sistema de alimentación estuvo conformado por el contenido del biorreactor de tratamiento de BTEX por Chlorella sp. y como solvente extractor se seleccionó diclorometan...
	Se obtuvo un cultivo monoespecífico de microalgas mediante el método de diluciones seriadas. Posteriormente, las bacterias presentes en el cultivo fueron eliminadas utilizando técnicas de lavado por centrifugación y ultrasonido23. La Figura 1a muestra...
	Se determinó que el diámetro promedio de Chlorella sp. era de 1,34 µm, lo que correspondía a un área de 1,41 µm² (Figura 1b). Este tamaño es menor al rango típico reportado para microalgas del género Chlorella, que varía entre 2 y 10 µm36-38.
	Además, se identificaron las principales características estructurales de los cloroplastos, propias de la División Chlorophyta. Se observó un cloroplasto en forma de copa, un pirenoide de forma ampliamente elipsoidal a esférica y una superficie celula...
	Se determinó la curva de crecimiento de la microalga (Figura 3), identificándose una fase lag o de adaptación que duró 24 horas, seguida de una fase exponencial que inició al día 1 y se prolongó por 120 horas, y finalmente una fase estacionaria que co...
	Se observó el crecimiento de colonias de Chlorella sp. en medio Agar BBM, visibles entre los días 3 y 6. Las colonias presentaron una forma esférica bien definida, tamaño uniforme, coloración verde claro y carecían de motilidad.
	Se secuenciaron los genes 18S rRNA y 28S rRNA, cuyos análisis en BLAST revelaron relaciones cercanas con microalgas de la familia Chlorellaceae (Figura 4). En el caso del gen 18S rRNA, se obtuvo un porcentaje de identidad del 100% para una longitud de...
	Por otro lado, el análisis del gen 28S rRNA, caracterizado por un amplicón más largo, mostró una identidad del 90,69-100% para una longitud de 883 nucleótidos, una cobertura de consulta del 97%, un e-value de 0,0 y un bit score máximo de 1051-1458, co...
	Para determinar las condiciones óptimas para el análisis de hidrocarburos BTEX mediante GC-FID, se probaron diversas configuraciones cromatográficas basadas en estudios previos que empleaban el estándar BTEX. Finalmente, se seleccionó la configuración...
	Se realizó una corrida cromatográfica utilizando la solución certificada de BTEX de Merck Peruana S.A. y, posteriormente, se analizaron los mismos hidrocarburos aromáticos de forma individual. Se observó que los tiempos de retención de los compuestos ...
	Los resultados presentados en la Tabla 3 muestran una comparación de los tiempos de retención obtenidos en los cromatogramas de la solución certificada BTEX y la solución BTEX preparada en el laboratorio. La identificación de cada compuesto asociado a...
	Se observó que, de los 7 picos registrados, 5 correspondieron a tiempos de retención similares a los obtenidos con la solución certificada BTEX, por lo que se consideraron válidos. Los dos tiempos de retención restantes, que no coincidieron, se atribu...
	Tabla 3. Comparación de los tiempos de retención (minutos) de los hidrocarburos en el cromatograma del material certificado BTEX y la solución BTEX preparada en el laboratorio.
	Para validar el método de GC-FID para la detección de compuestos BTEX, se evaluaron varios parámetros basados en investigaciones previas42-45 utilizando el método de estándar externo (46). Las soluciones de concentración conocida fueron preparadas en ...
	Se prepararon muestras de los hidrocarburos BTEX a tres diferentes concentraciones (10, 20 y 30 ppm) en CH2Cl2 y se trabajó al 5 y 10% de volumen de fase orgánica respecto a la fase acuosa (60 mL). La fase acuosa constó de un cultivo de P. kessleri y ...
	Tabla 5: Porcentaje de biodepuración de P. Kessleri a tres diferentes concentraciones de HC BTEX y 2 niveles de volumen (%) de fase orgánica/volumen de fase acuosa
	Las características microscópicas, estructurales y macroscópicas del organismo estudiado confirman su pertenencia a la división Chlorophyta. La caracterización molecular validó que la microalga pertenece específicamente a la familia Chlorellaceae. El ...
	La cinética de crecimiento de Parachlorella kessleri evidenció su rápido desarrollo, con una velocidad específica de crecimiento de µ = 0,0230 h⁻¹ y un tiempo de generación de G = 30,15 h, características que la hacen particularmente adecuada para su ...
	Además, se determinó que Parachlorella kessleri es altamente eficiente en la biorremediación de hidrocarburos aromáticos BTEX. En un periodo de 5 días, bajo condiciones ambientales y sin aireación, logró remover el 95,6 % de benceno, 78,1 % de tolueno...
	Este trabajo se llevó a cabo con el financiamiento del Vice-Rectorado de Investigación de la Universidad Católica de Santa María, Resolución 25260-R-2018.
	En esta investigación se determinó la influencia de la cobertura vegetal, a través del NDVI, sobre la calidad del agua en la cuenca Mantaro, utilizando 27 puntos de monitoreo de categoría 3, establecidos por la ANA. Se consideraron 13 parámetros: DBO5...
	Palabras clave: Calidad del agua, NDVI, Sensoramiento Remoto
	This research determined the influence of vegetation cover, through the NDVI, on water quality in the Mantaro basin, using 27 monitoring points of category 3, established by the ANA. Thirteen parameters were considered: BOD5, COD, DO, TC, pH, As, Al, ...
	Key words: Water quality, NDVI, Remote sensing
	La contaminación del agua es uno de los principales problemas ambientales en el mundo, es así que, al año 1.4 millones de personas mueren por falta de agua potable, saneamiento e higiene adecuado1. La contaminación de los cuerpos de agua en las cuenca...
	Para el año 2023 en la cuenca Mantaro se identificaron un total de 512 fuentes contaminantes, de los cuales 23 son de origen natural y 488 son de origen antropogénico. Asimismo, del total de fuentes contaminantes de origen antropogénico identificadas,...
	La calidad del agua en las cuencas es influenciada por la geología, el uso del suelo y las características de la cobertura del suelo6. Se ha demostrado a través de investigaciones relaciones fuertes entre la cobertura del uso del suelo, uso de suelos,...
	En ese sentido, actualmente se han implementado en la cuenca Mantaro 191 puntos de monitoreo por la Autoridad Nacional del Agua (ANA) de los cuales 131 son de categoría 3, 56 de categoría 4, 1 de categoría 1 A1 y 3 de categoría 1 A24. Sin embargo, la ...
	La base de datos de los monitoreos de calidad de agua, del periodo 2015-2022, se descargaron del Sistema de la plataforma Observatorio Nacional de Recursos Hídricos (ONRH) de la ANA, para lo cual se consideraron sólo 27 de los 131 puntos de muestreo d...
	Los datos del NDVI fueron obtenidos del producto MOD13Q1 V6.1, el cual es calculado a partir de la información del Instrumento Moderate Resolution Imaging Spectroradiometer (MODIS) del Satélite Terra disponible en el catálogo de Google Earth Engine. E...
	Se realizó la determinación del Índice de Calidad Ambiental de los Recursos Hídricos (ICARHS), para ello se utilizó la metodología establecida por la Autoridad Nacional del Agua aprobada mediante la Resolución Jefatural 084-2020-ANA, considerando los ...
	La cuenca Mantaro, tiene una extensión de 34 546,51 km2 y posee 9 tipos de clima, siendo el clima de tipo lluvioso, frío y con otoño e invierno seco (B (o, i) C'), el cual ocupa la mayor área de la cuenca10, 11(ver figura 1). Ahora bien, con la finali...
	 El primer tramo (cuenca Alta) contenía, los siguientes puntos de monitoreo: RMant3, RMant4, RMant7, RMant9, RYaul1, RYaul4, RYaul6, RYaul7.
	 El segundo tramo (cuenca Media) contenía, los siguientes puntos de monitoreo: RMant11, RMant12, RMant13, RMant14, RMant18, RMant19, RPam1, RPam2, RShul1, RShul2, RIchu2.
	 El tercer tramo (cuenca Baja) contenía, los siguientes puntos de monitoreo: RMant22, RApac1, RApac2, RCach1, RDisp1, RPall2, RYuca1, RVinc1.
	Adicionalmente, se realizó la identificación de las fuentes de contaminación por tramo en la cuenca Mantaro, encontrando 512 fuentes,  tal como se puede observar en la tabla 1 de los cuales se identificaron fuentes de aguas naturales, 17 en la cuenca ...
	Con el propósito de facilitar el análisis de las variables, se realizó la normalización de los rangos de los datos, para lo cual se realizó el proceso de estandarización mediante la siguiente ecuación:
	Donde: XS es el valor estandarizado de la variable; X es el valor original de la variable; μ es la media (o promedio) de la variable; y σ es la desviación estándar de la variable.
	Con la información del NDVI y de los parámetros de calidad del agua, se utilizó la prueba de Kolmogórov-Smirnov, con finalidad de determinar la distribución de los datos. Posteriormente se utilizó la prueba de correlación Spearman para determinar la r...
	Donde: ,𝑑-𝑖-2. es la diferencia entre los rangos de cada par de datos del NDVI y de los parámetros de calidad del agua elevado al cuadrado; 𝑛 es el número de datos.
	En el periodo del 2015 al 2022, la Autoridad Nacional del Agua realizó monitoreos en la cuenca Mantaro. En la presente investigación se sistematizaron y seleccionaron 27 puntos de monitoreo de categoría 3, los cuales contaban con la misma cantidad de ...
	En la cuenca Mantaro el comportamiento temporal del NDVI, es marcado según la estación del año, siendo en verano donde se registran los máximos valores y en invierno los menores valores de NDVI (ver figura 2 y 3).
	Respecto a los parámetros de calidad del agua fisicoquímicos y orgánicos, también presentan un comportamiento temporal marcado según la estación del año y según el sector de la cuenca, para todos los parámetros en la cuenca Alta y Baja. Con respecto a...
	Respecto a los parámetros de calidad del agua inorgánicos, también presentan un comportamiento temporal marcado según la estación del año y según el sector de la cuenca. Cabe destacar que, para estos parámetros, los máximos valores se registraron en l...
	Durante el periodo en estudio, los parámetros fisicoquímicos y orgánicos frecuentemente superaron sus Estándares de Calidad Ambiental para Agua (ECA-agua), siendo en el sector de la cuenca Media donde se registraron estos, tal como se puede observar e...
	Ahora bien, para determinar la calidad del agua de la cuenca Mantaro, se utilizó la metodología del ICARHS del ANA, considerando un mínimo de cuatro monitoreos. En los puntos de monitoreo RManta14, RMant18, RMant19, RShul2, RYaul1, RYaul4, RYaul6 y RY...
	Dado que se quería determinar la influencia de la cobertura vegetal a través del NDVI en la calidad del agua, tanto temporal como espacial, inicialmente se realizó pruebas de normalidad para cada uno de los parámetros de calidad del agua y el NDVI uti...
	Al respecto, luego de determinar el tipo de distribución de los datos se aplicó la prueba de correlación de Spearman y se encontraron altas correlaciones estadísticamente significativas (p-valor <0.05), indicando una relación relevante entre la cobert...
	En la figura N 5 se observa la variabilidad estacional del coeficiente de correlación de Spearman, destacándose que en invierno se registran los valores máximos de este coeficiente para todas las variables en relación con el NDVI, alcanzando una corre...
	En términos de variabilidad espacial, para los Coliformes Termotolerantes (CT), los valores de correlación más altos se encontraron en la cuenca Alta (Tramo 1) y la cuenca Baja (Tramo 3), oscilando entre 0.48 (Correlación moderada positiva) y 1 (Corre...
	En el caso de la Demanda Química de Oxígeno (DQO), la cuenca Alta (Tramo 1) y la cuenca Baja (Tramo 3), se obtuvieron coeficientes de correlación de 0.97 y 1 respectivamente, las que se encuentran en el rango de Correlación muy fuerte positiva.
	Por último, respecto al Oxígeno Disuelto (OD), también fueron la cuenca Alta (Tramo 1) y la cuenca Baja (Tramo 3), donde se obtuvieron los mayores coeficientes de correlación de 0.97 y 1 respectivamente, las que se encuentran en el rango de Correlació...
	En la figura N 6 se observa la variabilidad estacional del coeficiente de correlación de Spearman. Durante el invierno, se alcanzaron los valores máximos de correlación de Spearman, comprendidos entre -1 y 1, para todos los parámetros evaluados. Para ...
	Los resultados obtenidos indican que el NDVI, tiene un comportamiento temporal, que es marcado según la estación del año, es así que en verano se alcanzan los máximos valores y en invierno los mínimos valores. Al respecto, los parámetros fisicoquímico...
	Existe correlación muy fuerte positiva y negativa entre la cobertura vegetal representada por el NDVI y los parámetros de calidad del agua en la cuenca Mantaro, tal como se observa en la  figura 5 y figura 6. Al respecto, Vierira y Christófano18 encon...
	Ahora bien, en la presente investigación, los parámetros fisicoquímicos, orgánicos e inorgánicos, para todos se obtuvieron correlaciones muy altas positivas y negativas en la estación de invierno, a diferencia por lo obtenido por Vierira y Christófano...
	Finalmente, es importante precisar, que el NDVI es un indicador potencial para analizar la calidad del agua, que podría utilizarse para la implementación de modelos para la predicción de la calidad del agua de un cuerpo de agua 6,18,19,21.
	La cobertura vegetal, representada por el NDVI, influye significativamente en la calidad del agua de la cuenca del Mantaro. Se observó una correlación fuerte (positiva y negativa) entre el NDVI y los parámetros de calidad del agua (fisicoquímicos, org...
	Los resultados muestran que la calidad del agua en la cuenca del Mantaro varía estacionalmente, alcanzando máximos en verano y mínimos en invierno. Este comportamiento está influenciado por el NDVI, que refleja la dinámica estacional de la vegetación.
	La calidad del agua presenta diferencias significativas en las distintas secciones de la cuenca Mantaro. Los parámetros fisicoquímicos y orgánicos alcanzaron sus valores más altos en la cuenca media, donde hay mayor impacto de fuentes de emisión de ag...
	PREDICCIÓN DEL COEFICIENTE DE PARTICIÓN DE SIDERÓFOROS USANDO REDES NEURONALES ARTIFICIALES
	RESUMEN
	El coeficiente de partición octanol-agua (logP) es un indicador importante en el estudio de lipofilia y permeabilidad celular, por ello, es un descriptor molecular recurrente en las reglas empíricas que evalúan la farmacocinética de una molécula. Los ...
	Palabras clave: Coeficiente de partición, logP, sideróforo, redes neuronales artificiales.
	ABSTRACT
	The octanol-water partition coefficient (logP) is a crucial indicator in the study of lipophilicity and cell permeability, making it a recurring molecular descriptor in empirical rules for evaluating a molecule's pharmacokinetics. Siderophores are pha...
	Keywords: Partition coefficient, logP, siderophore, artificial neural networks.
	INTRODUCCIÓN
	Una molécula con potencial actividad farmacológica debe poseer ciertas características químicas que favorezcan su biodisponibilidad, permeabilidad celular, solubilidad, entre otros. Muchas propiedades químicas o descriptores se pueden estimar con mode...
	Tabla 1. Druglikeness de reglas empíricas clásicas.
	MW: masa molecular, logP: coeficiente de partición agua-octanol, MR: refractividad molar, TPSA: área superficial polar topológica, HBA: aceptor de enlace puente de hidrógeno, HBD: donador de enlace puente de hidrógeno.
	Uno de los parámetros más recurrentes es el coeficiente de partición, que consiste en la relación de las concentraciones de la molécula en estudio entre dos disolventes inmiscibles en equilibrio. El coeficiente de partición octanol-agua (logP) se util...
	R es uno de los lenguajes de programación más utilizados en quimioinformática, biología estructural e inteligencia artificial, entre otros (17,18). Algunas bibliotecas en R facilitan el preprocesamiento y la visualización de datos, el desarrollo de re...
	PARTE EXPERIMENTAL
	En este trabajo desarrollamos una base de datos de sideróforos y mostramos cómo a través de la generación de sus descriptores moleculares podemos predecir eficientemente su coeficiente de partición (LogP). Primero, hemos creado nuestra base de datos d...
	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	La base de datos moleculares en formato CSV (separado por comas), los descriptores generados, las estructuras tridimensionales, el modelo y los códigos implementados se encuentran disponibles en nuestro repositorio: https://github.com/inefable12/logP_...
	Durante la selección de atributos con RFE aplicada a los 116 atributos, se identificó un menor error cuadrático medio (RMSE) en la validación cruzada repetida cuando se utilizaron 31 atributos, como se destaca con un punto azul en la Figura 3. Estos c...
	La arquitectura de la ANN consistió en 31 descriptores como entrada (input), 3 capas ocultas (3, 5 y 3 neuronas, respectivamente) y 1 salida, la predicción de LogP (Figura 4). Al representar gráficamente los datos de prueba, “LogP real” frente a los v...
	Si bien estamos demostrando la obtención de un modelo con excelentes métricas para la predicción del target, en general es requerido realizar una optimización de hiperparámetros lo cual requiere de computación de alto rendimiento, como se han reportad...
	CONCLUSIONES
	Este trabajo ha generado una base de datos única que incluye el código SMILES, las coordenadas atómicas tridimensionales y 250 descriptores moleculares de 232 sideróforos, lo que permitirá a otros investigadores trabajar más fácilmente en estudios de ...
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	SINTESIS Y CARACTERIZACION DE POLIMEROS TELEQUELICOS DE 2-OXAZOLINAS
	RESUMEN
	Se sintetizaron nuevos polímeros telequélicos funcionalizados conteniendo grupos etil xantato y vinilo en el final de cadena. La síntesis fue llevada a cabo mediante la polimerización catiónica por apertura de anillo de la 2-etil-2-oxazolina (Etoxa) y...
	Palabras clave: 2-oxazolinas, polímero telequélico, polimerización catiónica “viva”.
	ABSTRACT
	New functionalized telechelic polymers containing ethyl xanthate and vinyl groups at the end of the chain were synthesized. The synthesis was carried out by the cationic ring-opening polymerization of 2-ethyl-2-oxazoline (Etoxa) and 2-methoxycarbonyle...
	Keywords: 2-oxazolines, telechelic polymer, “living” cationic polymerization.
	INTRODUCCIÓN
	Las 2-oxazolinas son monómeros que polimerizan vía polimerización catiónica por apertura de anillo y producen polímeros lineales1,2. Iniciadores de esta polimerización son, por ejemplo, el tosilato y triflato de metilo, entre otros1. La característica...
	Los polímeros telequélicos son polímeros que contienen funciones químicas en sus dos extremos de cadena. Estas funciones químicas pueden ser, por ejemplo, aminas, ácidos carboxílicos, grupos vinilo, etc.3 Estos polímeros pueden ser sintetizados, por e...
	En esta investigación se presenta la síntesis y caracterización de polímetros telequélicos de polioxazolinas funcionalizados con grupos etil xantato y vinilo en el final de la cadena polímérica.
	PARTE EXPERIMENTAL
	Las sustancias utilizadas en esta investigacíon fueron usadas como recibidas o fueron purificadas y secadas segun métodos estandar descritos en la literatura6-10. Cloruro de succinilo metilico (pureza: 97%, procedencia: Aldrich), hidrocloruro de 2-clo...
	Cromatografo de permeación en gel (GPC), Water System, detector IR 410, UV 486, columna ultrastyrolgels 7 micrometros, porosidad 500, 103, 104 y 105 Angstrom. Espectrómetro de resonáncia magnética nuclear (RMN) Bruker Advance III 500 NMR, 500.13 MHz p...
	Se agregó 4,11 g. de DBB a un vaso de 100 ml y luego se adicionó 10 mL de hexano y se calentó hasta 70 C hasta completa disolución. Se dejó de agitar, y se enfrió el líquido hasta temperatura ambiente. Se observó la formación de cristales blancos de D...
	1H-RMN (CDCl3) δ: 3,95 (–CH2–Br); 5,98 (H-C=C).
	El etil xantato de potasio se purificó mediante recristalizaciones en tolueno y heptano11. Se disolvió 9,3 g. de etil xantato de potasio en 200 mL de acetona a 40 C. La solución se filtró y se concentró mediante evaporación. A la solución se le agregó...
	Se pesó 0,069 g. de etil xantato de potasio purificado en un vaso de 100 mL y se disolvió con 50 mL agua destilada. Se colocó en fiola de 100 mL, y se enrazó con agua pura. Se tomó una alícuota de 8,8 mL que se llevó a una fiola de 500 mL y se enrazó ...
	En primer lugar, se sintetizó el 7-cloro-4-oxo-5-azaheptanoato de metilo mediante la reacción, en 150 mL de diclorometano, de cloruro de succinilo metílico (20 g.) y el hidrocloruro de 2-cloroetilamonio (15.4 g.) en presencia de trietilamina (30 g.) a...
	La síntesis de la 4-VBP esta descrita en la literatura por Nuyken y colaboradores.12 Esta síntesis consiste en hacer reaccionar a 0 C el cloruro de vinilbencilo con un gran exceso molar (15/1) de piperazina anhidra en cloroformo anhidro. Se obtuvo un ...
	1H-RMN (en CDCl3) δ: 1,51 (NH); 2,40 (NCH2-); 2,83 (CH2-NH); 3,46 (Ar-CH2); 5,2; 5,7, 6,7 (CH2-CH-); 7,3 (Har).
	En primer lugar, se realizó la polimerización de los monómeros 2-etil-2-oxazolina (Etoxa) y 2-metoxicarboniletil-2-oxazolina (Esteroxa) (en una proporción molar de Etoxa/Esteroxa= 80/20), vía una polimerización catiónica por apertura de anillo, inicia...
	Ejemplo típico: (Polímero P1): Se colocó en un reactor, bajo atmósfera de nitrógeno seco, 0,5 g. (2,33 mmoles) de DBB, 4,12 g. (41,6 mmoles ) de EtOxa, 1,62 g. (10,3 mmoles) de EsterOxa y 12,5 mL de acetonitrilo. Se polimerizó a 78 C y luego de 5,5 ho...
	13C-RMN (CDCl3) δ: 174,5 (C=O); 127,5 (C=C); 70,6 (S-COCH2); 51,7 (OCH3); 50,0 (=CH-CH2); 45,3 (NCH2CH2); 33,6 (-CH2SC); 25,9 (COCH2CH3); 13,7(-CSO-CH2CH3), 9.3 (COCH2CH3). FTIR (cm-1): 2,978 (C−H alifático), 1,734 (C=O, éster), 1,629 (N-C=O amida), ...
	En el caso del telequélico terminado con grupos vinilo se procedió de forma similar solo que al momento de realizar la terminación se agregó 2,82 g. de 4-vinilbencilpiperazina (caso de polímeros PB) a la mezcla de reacción. Para desprotonar el final d...
	1H-RMN (CDCl3) δ: 1,10 (–CH3); 2,30 (–CO-CH2–CH3); 2,65 (–CH2CH2–COO); 3,40 (N-CH2); 3,65 (O-CH3); 3,95 (=CHCH2); 5,3, 5,7 (CH2-CH); 5,5 (=CHCH2); 6,7 (=CH-), 7,2-7,6 (Har).
	Procedimiento típico: en un frasco de vidrio, se disolvieron 2,0 g del polímero P1 y 0,7583 (10,4 mmoles) g. de n-butilamina en 500 mL de tetrahidrofurano (THF), el cual fue previamente secado con sódio metálico y destilado. En el frasco de vidrio se ...
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