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COMPOSICIÓN QUÍMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE 

LAS PARTES AÉREAS DE GRINDELIA TARAPACANA 

PHIL 
Brando Raul Mendoza Salinasa, Jose Elias Zuñiga Calcinab, Marco Antonio Sánchez 

Titoc, Ingrit Elida Collantes Díaza* 

 

RESUMEN 

Las partes aéreas de Grindelia tarapacana colectadas en Arequipa - Perú en abril del 2021 

fueron sometidas a extracción por hidrodestilación (4 h) para la obtención del aceite 

esencial, el análisis de la composición química fue realizado por cromatografía gaseosa 

acoplada a espectrómetro de masas, fueron identificados 89 compuestos, que representan 

el 79,01%. Los componentes mayoritarios identificados fueron acetato de bornilo 5,52%, 

α-iso-metilionona 6,49%, germacreno B 8,22%, E-nerolidol 5,4%, fokienol 5%, 10-epi-

γ-eudesmol 6,16% y β-acorenol 4%. El aceite esencial fue sometido a un ensayo 

exploratorio para verificar la efectividad antibacteriana y antifúngica, con el que se 

demostró ser altamente efectivo para inhibir el crecimiento de las cepas S. salivarius, E. 

faecalis y C. albicans a la concentración de 0,0625 % v/v y para S. mutans y S.sanguinis 

a la concentración de 0,125 % v/v. 

 

Palabra clave: Grindelia tarapacana, aceite esencial, cromatografía 

 

CHEMICAL COMPOSITION OF THE ESSENTIAL OIL OF 

THE AERIAL PARTS FROM GRINDELIA TARAPACANA 

PHIL 
 

ABSTRACT 

The aerial parts of Grindelia tarapacana collected in Arequipa – Peru in April 2021 were 

subject to extraction by hydrodistillation (4h) to obtain the essential oil. The analysis of 

the composition was carried out by gas chromatography coupled to a mass spectrometer. 

89 compounds were identified, which represent 79.01%. The major components 

identified were bornyl acetate 5.52%, α-iso-methyl ionone 6.49%, germacrene B 8.22%, 

E-nerolidol 5,4%, fokienol 5%, 10-epi-γ-eudesmol 6,16% y β-acorenol 4%. The essential 

oil was subject to an exploratory test to verify the antibacterial and antifungal 

effectiveness, with which it was shown to be highly effective in inhibiting the growth of 

the strains S. salivarius, E. faecalis and C. albicans at the concentration of 0,0625 %v/v 

and for S. mutans y S.sanguinis at the concentration of 0,125 %v/v. 
 

Keywords: Grindelia tarapacana, essential oil, chromatography 
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INTRODUCCIÓN 

 
El género Grindelia ocurre desde Alaska, sur oeste de los Estados Unidos y norte de 

Méjico, el género no ocurre en centro américa y en sur américa ocurre en Chile, Perú, 

Uruguay, Paraguay, Argentina y sur de Brasil1 aproximadamente en norte américa son 

reconocida 60 especies2 está representada en sur américa por 28 especies, de las cuales 

25 son endémicas3. Según las referencias bibliográficas la especie G. tarapacana ocurre 

a una altura por encima de entre 2800 – 3000 msnm4,5. Muchas especies del género 

Grindelia tienen actividad antiinflamatoria, expectorante, antiespasmódica y 

antimicrobial, hipotensivo, así como antiefedante con algunos insectos3,6 y se caracterizan 

por la abundante producción de una resina como exudado que cubre toda la superficie de 

hojas, ramas y los cálices de las flores7, es por esta razón que en muchos casos las plantas 

de este género son llamados de plantas de goma. La resina producida por las Grindelias 

posee propiedades químicas y físicas similares a las obtenidas de los pinos, pueden ser 

usados en tiendas navales, adhesivos, taquificadores y en la industria de las tintas6.  G. 

tarapacana según Echevarría et al 20208 es usada para dolor de estómago, vómitos y 

enfermedades del corazón. 

A pesar de la ocurrencia del género Grindelia, sus aceites esenciales son pocos estudiados 

comparado con sus extractos. Los aceites esenciales en su composición química tienen 

metabolitos secundarios volátiles e hidrófobas y, pueden ser obtenidos de raíces, ramas, 

hojas y flores de las plantas. Los aceites esenciales pueden ser afectados por una 

condición genética y ambiental como factores climáticos, fase de crecimiento, 

distribución geográfica, la fertilización mineral del suelo, la intensidad de luz; entonces, 

el estudio de la composición química del aceite esencial en relación con los factores 

ambientales puede proporcionar información sobre que determina el polimorfismo 

químico de las plantas. Los aceites esenciales son los mayores constituyentes de plantas 

medicinales9. Los efectos en la composición química también se ven afectados por 

factores como bacterias, hongos, virus, parásitos, como se vio en el estudio para ver la 

diferencia que presenta la composición química del aceite esencial de G. robusta, una 

saludable y otra contaminada con Candidatus phytoplasma. Los resultados obtenidos 

fueron α-pineno (10,98% y 10,81%), limoneno (4,21% y 9,34%), trans-pinocarveol 

(8,22% y 7,45%), pinocarvona (3,28% y 2,82%), borneol (15,02% y 21,34%), acetato de 

bornilo (4,44% y 8,91%), β-selineno (4,33% y 3,53%) y β-eudesmol (5,45% y 5,03%) 

para la planta saludable y contaminada respectivamente; fue  observado que la planta 

enferma produce mayor cantidad de limoneno, borneol y acetato de bornilo, presumiendo 

que la contaminación con C. phytoplasma causa ese efecto en la planta10. Los estudios en 

la composición química de los aceites esenciales reportados en el género Grindelia son 

pocos, como de especies colectadas en Alemania en 1993 G. robusta y G. squarrosa 

presentaron como componentes mayoritarios α-pineno (12,5% y 25,53%), canfeno 

(5,46% y 4,22%), β-pineno (2,54% y 2,39%), limoneno (3,35% y 3,62%), borneol (2,27% 

y 1,53%) y acetato de bornilo (12,28% y 1,35%) y β-cariofileno (0,63% y 2,92%) 

respectivamente11; para estas mismas especies colectadas en Alemania (2000), los aceites 

esenciales fueron extraídos de cada órgano de la planta (flores, hoja y ramas), se obtuvo 

para G. squarrosa, α-pineno (35,3%, 10,4%, 4,4%), β-pineno (5,2%, 1,7% y 1,9%), 

limoneno (9,3%, 16,2% y 27,1%), terpinoleno (2,3%, 2% y 0,7%), germacreno D (3,7%, 

3,3% y 0,9%), acetato de isobornilo (6,9%, 4,3% y 1,9%) y germacreno B (6,8%, 13,2% 

y 3%) en flores, hojas y ramas respectivamente; en G. robusta, α-pineno (13,1%, 13,4% 

y 0,9%), β-pineno (3,2%, 3% y 0,2%), mirceno (1,6%, 7,2% y 0,3%), β-cariofileno (2,4%, 
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4,1% y 0,4%), germacreno D (10,3%, 23,3% y 5,4%) y germacreno B (4,4%, 8,3% y 

0,4%) en flores, hojas y ramas respectivamente12. Estas mismas especies colectadas en el 

2000 fueron comparadas con G. humilis colectada en Egipto. Fue observado α-pineno 

(4,9%, 8,8% y 16,1%), mirceno (3,9%, - y 3,4%), limoneno (0,2%, 4,1% y 16,8%), trans-

pinocarveol (-, 6,1% y 0,5%), borneol (0,2%, 14,8% y 4,5%), p-cimen-8-ol (0,1%, 4,1% 

y -), verbenona (1,1%, 3,3% y 0,1%), acetato de bornilo (5,1%, 5,4% y 1,3%), germacreno 

D (11,9%, 0,1% y 6,8%), acetato de E-lachonofilol (4,1%, - y 0,4%) para G. humilis, G. 

robusta y G. squarrosa respectivamente13. Las partes aéreas de G. robusta colectadas en 

Italia fueron identificados como compuestos mayoritarios α-pineno 10,3%, limoneno 

4,3%, trans-pinocarveol 7%, pinocarvona 2,6%, borneol 15,2%, p-cimen-8-ol 2,2%, 

verbenona 2,6%, acetato de bornilo 4,5%, β-selineno 3,2% y β-eudesmol 4,1%, el aceite 

esencial presento actividad antioxidante14. Las partes aéreas de dos especies de Grindelias 

colectadas en Rumania, G. squarrosa y G. hirsutula, presentaron como componentes 

mayoritarios α-pineno (8,3% y 6,2%), limoneno (8,1% y 7%), trans-sabinol (3,6% y 

1,8%), borneol (3,5% y 3,3%), acetato de bornilo (10,8% y 3,6%), germacreno D (2,4% 

y 4,2%), 10,11-epoxi-calameneno (3,6% y 4,1%), espatulenol (5,4% y 5,5%) y oxido de 

cariofileno (4,9% y 3,4%) respectivamente15. De las flores y hojas de G. integrifolia 

(Polonia) fue extraído el aceite esencial de cada uno de los órganos y se pudo ver sus 

diferencias entre flores y hojas, α-pineno (34,9% y 4,6%), β-pineno (7,3% y 2,1%), 

mirceno (7,1% y 16,9%), limoneno (13,1% y 10,1%), trans-verbenol (2,1% y 0,2%), 

acetato de bornilo (4,1% y 0,7%)16. Las flores y hojas de G. squarrosa colectadas em 

Estados Unidos, el aceite esencial de esta especie presente como componentes principales 

α-pineno (24,7% y 23,2%), β-pineno (4% y 3,8%), limoneno (10% y 14,7%), terpinoleno 

(1,7% y 2%), acetato de bornilo (3% y 5,1%), trans-pinocarveol (4,2% y 3,7%), borneol 

(23,4% y 16,6%), mirtenol (2,5% y 1,7%), p-cimen-8-ol (6,1% y 5,8%), espatulenol (3% 

y 2%), en flores y hojas respectivamente17. Las partes aéreas de G. squarrosa var. 

serrulata colectadas en Estados Unidos, el aceite esencial presento como componentes 

mayoritarios α-pineno (21,9%), β-pineno (4,2%), limoneno (17,1%), terpinoleno 

(10,6%), trans-verbenol (2,2%), borneol (6,5%), acetato de bornilo (3,3%), germacreno 

D (2,4%), germacreno B (3,5%), el aceite esencial presento actividad antimicrobiana18. 

El presento artículo presenta la composición química del aceite esencial de las partes 

aéreas de G. tarapacana colectada en abril del 2021, fueron identificados 89 

componentes, cuyos componentes mayoritarios fueron acetato de bornilo, α-iso-

metilionona, germacreno B, E-nerolidol, fokienol, 10-epi-γ-eudesmol y β-acorenol. El 

análisis instrumental fue realizado por cromatografía gaseosa acoplada a espectrómetro 

de masas, también fue realzado un ensayo exploratorio para verificar la efectividad 

antibacteriana y antifúngica del aceite esencial de las partes aéreas del G. tarapacana. El 

aceite esencial demostró ser altamente efectivo para inhibir el crecimiento de las cepas 

estudiadas. S. salivarius, E. faecalis y C. albicans. 

 

PARTE EXPERIMENTAL 

 
Las partes aéreas de Grindelia tarapacana fue colecta e identificada por el Dr. Botánico 

José Elias Zuñiga Calcina de la Universidad Nacional San Agustín del departamento de 

Arequipa a una altura de 2459 msnm con coordenadas 16°, 29’ 90’’ S; 71°, 51’, 91’’ W. 

La colecta fue realizada en abril del 2021 y fue colectado 301 g de muestra. 
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Extracción del aceite esencial de las partes aéreas 

Los aceites esenciales fueron obtenidos de las partes aéreas por hidrodestilación de 4 

horas con aparato tipo Clevenger (Farmacopea), el aceite esencial fue extraído con éter 

de petróleo (EP) y secado con sulfato de sodio anhidro, el EP fue evaporado a temperatura 

ambiente y el aceite fue pesado para determinar su rendimiento y guardado en 

congeladora (-20ºC) hasta su análisis por cromatografía gaseosa acoplada a 

espectrometría de masas (CG-EM)19. 

 

Análisis del aceite esencial 

La muestra del aceite esencial fue preparada a una concentración de 1 mg/mL. El análisis 

por cromatografía gaseosa fue realizado en un cromatógrafo a gas acoplado a un 

espectrómetro de masas (Shimadzu, modelo CGMS-QP2010 Ultra) con las siguientes 

condiciones de análisis: columna capilar Restek Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 μm); 

temperatura del inyector 260 °C, temperatura del detector 280 °C; impacto de electrones 

a 70 eV, con gas de arrastre helio a un flujo de 1,48 mL/min, con split 1/5; con un 

programa de temperatura de 80ºC (5') – 280ºC (5'), 8ºC/minuto; y con volumen de 

inyección de 3 μL. La identificación de la composición química fue basada por la 

comparación de los espectros de masas con el banco de datos del sistema de CG-EM de 

NIST 14 lib y por análisis de sus espectros20. 

 

Análisis de la actividad antibacteriana y antifúngica del aceite esencial 

 El aceite esencial fue diluido inicialmente (Tabla 1, concentración inicial) al 10%, 5%, 

2,5% y 1,25% (v/v) con dimetilsulfóxido (DMSO). Las diluciones fueron mezclados en 

Vortex por 1 min para asegurar la homogenización. Se emplearon cepas de Streptococcus 

mutans ATCC25175, S. salivarius ATCC13419, S. sanguinis ATCC10556, Enterococcus 

faecalis ATCC y Candida albicans ATCC 10231. Las cepas fueron sembradas en placa 

Petri conteniendo el medio de cultivo BHA (Brain-Heart Agar) para las bacterias 

(Streptococcus mutans, S. salivarius, S. sanguinis, E. faecalis) y TSA (Tripicase Soy 

Agar) para el hongo C. albicans. A partir de los cultivos se preparó una suspensión de 

microorganismos a una concentración de 0,5 de la escala de Mc Farland, empleando como 

medio BHI (Brain Heart Infusion) para las bacterias y con TSI (Tripicase Soy Infusion) 

para el hongo; de la suspensión se transfirieron 190 μL a cada pozo de la microplaca de 

96 pocillos. Luego se agregó 10 μL de cada concentración del aceite esencial. Como 

resultado, las concentraciones iniciales fueron diluidas 20 veces (Tabla 1, concentración 

final) en el ensayo microbiológico en proporción al volumen de medio de cultivo y el 

volumen de la dilución del aceite esencial. se emplearon pocillos conteniendo suspensión 

inoculada y sin inocular como controles positivos y negativos de crecimiento bacteriano, 

respectivamente21,22. 

 

Tabla 1.- Concentraciones iniciales y finales del aceite esencial luego del ensayo de 

microdilución. 
 

Concentración inicial (%) Concentración final (%) 

10 0,5 

5 0,25 

2,5 0,125 

1,25 0,0625 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
De la colecta de las partes aéreas de G. tarapacana fue obtenido 381,6 mg de aceite 

esencial, que representa el 0,13% de rendimiento; el aceite tiene color amarillo claro. 

Con el análisis del aceite esencial por cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría 

de masas fue posible identificar 89 compuestos (Tabla 2) que representa el 79,01%, los 

componentes mayoritarios (Figura 1) fueron acetato de bornilo 5,52%, α-iso-metilionona 

6,49%, germacrene B 8,22%, E-nerolidol 5,4%, fokienol 5%, 10-epi-γ-eudesmol 6,16% 

y β-acorenol 4%. La composición química del aceite esencial está compuesta por 

hidrocarburos aromáticos 1,99%, monoterpenos oxigenados 7,43%, ésteres alifáticos 

1,42%, alilbencenos 0,28%, hidrocarburos sesquiterpénicos 12,3%, cetonas 9,65%, 

sesquiterpenos oxigenados 41,48%, diterpenos oxigenados 0,3%, cromeno 1,05%, 

alcohol alifático 0,92%, hidrocarburos aromáticos 0,19% y alcanos 1,27%. 
 

Tabla 2.- Composición química del aceite esencial de las partes aéreas de Grindelia 

tarapacana. 
 

TR Nombre % TR Nombre % 

8,576 Santolina trieno 0,13 61,215 Isolongifolen-5-ona 1,39 

10,165 α-Thujeno 0,43 61,454 Zonareno 0,42 

11,259 α-Pineno 0,35 61,535 γ-Vetiveneno 0,11 

13,690 Sabineno 0,14 61,664 Acetato de β-E-Ionol 0,94 

13,852 β-Pineno 0,74 61,820 α-Calacoreno 0,12 

41,495 Borneol 0,83 62,423 Germacreno B 8,22 

42,415 Naftaleno 0,19 62,732 E-Nerolidol 5,40 

42,493 Terpinen-4-ol 0,28 63,148 α-Cedrene epoxido 3,93 

44,327 Metilchavicol 0,09 63,278 Santalenona 0,32 

46,138 Formiato de Isobornil 0,56 63,443  oxido de Cariofileno 1,11 

46,926 3Z-Hexenil-2-metil butanoato 0,08 63,644 Presilfiperfolan-8-ol 0,45 

47,185 3Z-Hexenil 3-metilbutanoato 0,11 63,726 β-Copaen-4-alpha-ol 0,30 

49,675 Cogeijereno 0,20 63,903 Carotol 1,17 

49,885 Acetato de Bornilo 5,52 64,143 Fokienol 5,00 

52,016 Acetato de Mirtenilo 0,09 64,511 epoxido de Humuleno II 0,76 

52,534 δ-Elemeno 0,21 64,995 Oxido de β-Himachaleno 0,14 

53,137 α-Cubebeno 0,05 65,436 10-epi-γ-Eudesmol 6,16 

54,181 Acetato de neo-iso-Dihidrocarvilo 0,15 65,910 α-Acorenol 2,78 

54,380 α-Ylangeno 0,22 66,064 β-Acorenol 4,00 

54,489 Modeph-2-eno 0,19 66,288 epi-α-Cadinol 0,49 

54,790 β-Bourboneno 0,84 66,422 Desmetoxi encecalina 1,05 

54,895 Damascenona 0,11 66,625 α-Cadinol 1,32 

55,116 β-Cubebeno 0,10 66,915 cis-Calamenen-10-ol 0,06 

55,219 β-Elemeno 0,53 68,355 2Z,6Z-Farnesal 1,50 

55,701 Sativeno 0,06 68,884 5-neo-Cedranol 0,33 
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55,993 Metil eugenol 0,19 69,630 Eudesma-4(15),7-dien-1β-ol 1,08 

56,395 E-Caryophylleno 0,60 70,270 Nootkatol 0,68 

56,780 4,8-β-epoxy Caryofilano 0,16 70,396 2E,6Z-Farnesol 0,41 

56,868 β-Copaeno 0,24 71,361 iso-Longifolol 0,38 

57,137 β-Gurjuneno 1,26 71,579 Iso-Biciclogermacrenal 0,32 

57,557 cis-Muurola-3,5-dieno 0,06 73,473 Z-Lanceol 0,48 

57,943 α-Humuleno 0,61 73,678 β-Acoradienol 0,46 

58,317 Oxido de Cabreuva B 0,40 82,984 Metil hexadecanoato 0,05 

59,005 α-Iso-metilionona 6,49 84,633 Tetrahidro-Rimueno 0,20 

59,196 Amorfa-4,7(11)-dieno 2,41 85,718 6Z,10Z-Pseudo fitol 0,40 

59,411 Widdra-2,4(14)-dieno 3,13 88,122 

Bornil éster del ácido 

Hidrocinnamico 0,05 

59,489 γ-metil-Ionona 2,73 89,864 Linoleato de metilo 0,19 

59,689 cis-β-Guaieno 0,26 90,292 Fitol 0,52 

59,810 epi-Cubebol 0,48 95,695 Labd-7,13-dien-15-ol 0,10 

59,865 α-Selineno 0,45 96,240 n-Tricosano 0,23 

60,085 α-Muuroleno 0,29 99,093 n-Tetracosano 0,18 

60,217 Germacrene A 0,33 101,789 n-Pentacosano 0,56 

60,324 Iso-valerato de Lavandulil 0,10 104,345 n-Hexacosano 0,12 

60,680 Cubebol 0,24 106,793 n-Octacosano 0,18 

61,032 δ-Cadineno 0,46 -           - - 

Hidrocarburos monoterpénicos (%) 1,99 

Monoterpenos oxigenados (%) 7,43 

Ésteres alifáticos (%) 1,42 

Alilbencenos (%) 0,28 

Hidrocarburos sesquiterpénicos (%) 12,3 

Cetonas (%) 9,65 

Sesquiterpenos oxigenados (%) 41,48 

Diterpenos oxigenados (%) 0,3 

Cromeno (%) 1,05 

Alcohol alifático 0,92 

Hidrocarburos aromáticos 0,19 

Alcanos (%) 1,27 

Total de compuestos identificados (%) 79,01 

 TR: tiempo de retención. 
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En el aceite esencial de G. tarapacana (objetivo de nuestro estudio) los hidrocarburos 

monoterpénicos no hacen parte de los componentes mayoritarios, por ejemplo α-pineno 

está presente como componente mayoritario en G. robusta, G. squarrosa, G. humilis, G. 

hirsutula, G. integrifólia, G. squarrosa var serrulata11,12,13,14,15,16,17,18, el β-pineno está  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.- Espectros de masas y estructura molecular de los componentes mayoritarios del aceite esencial 

de las partes aéreas de G. tarapacana. 

 

Presente en G. robusta, G. squarrosa, G. humilis, G. hirsutula, G. integrifólia, G. 

squarrosa var serrulata11,12,16,17,18, limoneno está presente como componente mayoritario 

en G. robusta, G. squarrosa, G. humilis, G. hirsutula, G. integrifólia, G. squarrosa var 

serrulata11,12,13,14,15,16,17,18; los monoterpenos oxigenados como el borneol es mayoritario 
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en G. robusta, G. squarrosa, G. hirsutula, G. squarrosa var serrulata13,14,15,17,18 mientras 

que en G. tarapacana es un minoritario 0,83%, el acetato de bornilo presente como 

mayoritario en G. robusta, G. squarrosa, G. humilis, G. hirsutula, G. integrifólia, G. 

squarrosa var serrulata11,13,15,16,17,18, en nuestra especie objetivo de nuestro estudio 

también es considerada como mayoritario 5,52%. La α-iso-metilionona (6,49%), E-

nerolidol (5,4%), fokienol (5%), 10-epi-γ-eudesmol (6,16%) y β-Acorenol (4%) sólo está 

presente en G. tarapacana. Germacreno B fue reportado como mayoritario G. robusta, 

G. squarrosa, G. squarrosa var serrulata12,18 y en G. tarapacana ahora. 

El acetato de bornilo se usa ampliamente en perfumería y aditivos alimentarios, presenta 

propiedades farmacológicas como antiinflamatorias e inmunomoduladores, también 

presenta propiedades sedantes y potencial uso en aromaterapia, en comparación los 

antiinflamatorios no esteroideos tradicionales23. La α-isometil-E-ionona muy usada en la 

industria cosmética hasta un máximo de 3,69%24. E-nerolidol es un alcohol 

sesquiterpénico generado por las plantas para defenderse de algunos insectos y 

enfermedades25, tiene un olor floral, es usado como insumo cosmético y no cosmético, 

también es usado como aromatizante alimentario y es un candidato químico y 

farmacológico en la agricultura y medicina26. Fokienol, un sesquiterpeno oxigenado 

presente no sólo en G. tarapacana, también es encontrado en Fokienia hodginsii (Dunn)27 

y Centaurea damascena28, fokienol es el componente presente en Dittrichia viscosa L. y 

se le atribuye los efectos de antioxidante, antiviral, antiinflamatorio y antiulcerosas 

gástricas29. El 10-epi-γ-eudesmol es un alcohol sesquiterpénico, es comúnmente 

encontrado como uno de los componentes mayoritarios del geranio y se caracteriza 

porque presento actividad repelente de garrapatas similar al efecto del N,N-dietil-m-

toluamida30. El β-acorenol es un sesquiterpeno que también está presente como 

componente mayoritario en algunas especies de la familia Magnoliaceae31 y Tetraclinis 

articulata32 y el sesquiterpeno Germacreno B es uno de los principales constituyentes 

químicos de los aceites esenciales de diferentes plantas que tienen actividad 

antibacteriana33. 

Debido a que siempre que se revisa la literatura se encuentra que cuando el aceite esencial 

es sometido a ensayo biológico a la concentración del 100% es encontrado que es muy 

efectivo, es por ello que en el presente artículo se propone el ensayo del aceite esencial 

diluido.  

Con la actividad biológica se comprobó a través de ensayos de susceptibilidad 

antibacteriana frente a cepas que conforman la microbiota oral. Los resultados están 

presentados en la tabla 3 en la que se puede observar que a concentraciones del aceite 

esencial de 10% y 5% no se observa el crecimiento de ninguna de las bacterias y del 

hongo, a la concentración de 2,5% sólo se observa pequeñas colonias de S. mutans y 

S.sanguinis, pero al mismo tiempo no hay crecimiento de S. salivarius, E. faecalis y C. 

albicans; de estos tres últimos microorganismos se observa crecimiento de colonias a 

1,5% de concentración. El control positivo es el medio de cultura con microorganismos 

inoculadas es por ello que se representa >300, que significa que las bacterias y el hongo 

crecieron exponencialmente, ya el control negativo demostró la seguridad del ensayo 

porque solo es el medio de cultura libre de microorganismo y como se puede ver en el 

resultado no hay crecimiento de bacterias ni del hongo. 
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Tabla 3. Concentración mínima inhibitoria del aceite esencial frente a los 

microorganismos (UFC). 
 

Concentración 
Microorganismo (UFC) 

S. mutans S. sanguinis S. salivarius E. faecalis C. albicans 

10% <3 <3 <3 <3 <3 

5% <3 <3 <3 <3 <3 

2,5% 134 250 <3 <3 <3 

1,5% >300 >300 106 77 191 

Control (+) >300 >300 >300 >300 >300 

Control (-) <3 <3 <3 <3 <3 

UFC: unidades formadoras de colonias.  

El aceite esencial demostró ser altamente efectivo para inhibir el crecimiento de las cepas 

estudiadas. S. salivarius, E. faecalis y C. albicans fueron particularmente sensibles a 

concentraciones bajas (0,0625 % v/v) del aceite esencial (Tabla 4). 
 

Tabla 4.- Concentración mínima bactericida del aceite esencial frente a bacterias y un 

hongo. 
 

 S. mutans S. sanguinis S. salivarius E. faecalis C. albicans 

CMB(%v/v) CMF(%v/v) 

AEGt 0,125 0,125 0,0625 0,0625 0,0625 

AEGt: aceite esencial de las partes aéreas de G. tarapacana, CMB: concentración mínima bactericida, 

CMF: concentración mínima fungicida 

 

 

CONCLUSIONES 
 

El presente trabajo presenta la composición química del aceite esencial de Grindelia 

tarapacana colectada en abril del 2021, esta composición química no fue reportada hasta 

ahora y tiene la característica que no tiene como componentes mayoritarios a 

hidrocarburos monoterpénicos comparado con otras especies de Grindelias estudiadas, no 

se puede afirmar que quizás es el método de extracción porque lo reportado para este 

género es el mismo método que hemos empleado (hidrodestilación). Los compuestos 

mayoritarios fueron acetato de bornilo 5,52%, α-iso-metilionona 6,49%, germacreno B 

8,22%, E-nerolidol 5,4%, fokienol 5%, 10-epi-γ-eudesmol 6,16% y β-acorenol 4%, 

siendo estos 4 ultimos reportados por primera vez en el género Grindelia. Con el ensayo 

exploratorio para verificar la efectividad antibacteriana y antifúngica del aceite esencial, 

fue demostrado ser altamente efectivo para inhibir el crecimiento de las cepas estudiadas. 

S. salivarius, E. faecalis y C. albicans a la concentración de 0,0625 % v/v. 
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DESARROLLO DE UNA HAMBURGUESA PLANT-

BASED CON HARINA DE TARWI (Lupinus mutabilitis), 

FREJOL NEGRO (Phaseolus vulgaris) Y HARINA DE 

CUSHURO (Nostoc sphaericum s.p.) 
Jose Carlos Palacios Carrascoa, Diego Carlos Valderrama Pumallihuaa*, Nancy 

Ascencion Chasquibol Silvab 

 

RESUMEN 

La tendencia en el consumo de productos basados en fuentes vegetales va en aumento 

debido a la creciente preocupación por la sostenibilidad y los efectos ambientales de la 

producción de productos cárnicos. En este contexto, se elaboró una hamburguesa plant-

based con alto contenido de proteína y un perfil balanceado de aminoácidos escenciales, 

combinando harina de tarwi (Lupinus mutabilis), frejol negro (Phaseolus vulgaris) y 

cushuro (Nostoc sphaericum). El tarwi es una leguminosa andina rica en proteínas (40-

50%) y grasas saludables (20%), mientras que el frejol negro es una fuente importante de 

fibra y minerales. El cushuro, una cianobacteria altoandina, tiene un alto contenido 

proteico y minerales como hierro y calcio. Para la formulación de la hamburguesa plant-

based, se mezclaron harina de tarwi (45%), harina de cushuro (2,33%), frejol negro 

(8,77%), zanahoria (3%), huevo (36%), sal de mara (0,85%), orégano en polvo (0,75%), 

páprika en polvo (1,4%), ajo molido (0,9%) y cebolla en polvo (1%). Los resultados 

mostraron que la muestra óptima (MO) presentó 30,48% de proteínas, 36,19% de 

humedad, 22,06% de grasa y 8,91% de carbohidratos, con un perfil equilibrado de 

aminoácidos, destacando el ácido glutámico (196,16 ± 4,77 mg/g proteína), arginina 

(145,91 ± 4,75 mg/g proteína), ácido aspártico (83,00 ± 4,52 mg/g proteína). Además, se 

obtuvo una actividad antioxidante de 1502,19 µg trolox/g, y en la evaluación sensorial la 

MO alcanzó una aceptabilidad del 86,67%, resaltando en sabor, textura y apariencia frente 

a la muestra de control, lo que demuestra su potencial como alternativa proteica sostenible 

y nutritiva. 

 

Palabra clave: Tarwi, cushuro, hamburguesa plant-based, proteína 
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DEVELOPMENT OF A PLANT-BASED BURGER WITH 

TARWI FLOUR (Lupinus mutabilis), BLACK BEANS 

(Phaseolus vulgaris), AND CUSHURO FLOUR (Nostoc 

sphaericum s.p.)  
  

ABSTRACT 

The trend in the consumption of plant-based products is increasing due to the growing 

concern about the sustainability and environmental effects of meat product production. 

In this context, a plant-based hamburger with a high protein content and a balanced profile 

of essential amino acids was made, combining tarwi flour (Lupinus mutabilis), black bean 

(Phaseolus vulgaris) and cushuro (Nostoc sphaericum). Tarwi is an Andean legume rich 

in protein (40-50%) and healthy fats (20%), while black beans are an important source of 

fiber and minerals. The cushuro, a high Andean cyanobacterium, has a high protein 

content and minerals such as iron and calcium. For the formulation of the plant-based 

hamburger, tarwi flour (45%), cushuro flour (2.33%), black beans (8.77%), carrots (3%), 

eggs (36%), mara salt (0.85%), oregano powder (0.75%), paprika powder (1.4%), ground 

garlic (0.9%) and onion powder (1%) were mixed. The results showed that the optimal 

sample (OM) presented 30.48% protein, 36.19% moisture, 22.06% fat and 8.91% 

carbohydrates, with a balanced amino acid profile, highlighting glutamic acid (196.16 ± 

4.77 mg/g protein), arginine (145.91 ± 4.75 mg/g protein), aspartic acid (83.00 ± 4.52 

mg/g protein). In addition, an antioxidant activity of 1502.19 μg trolox/g was obtained, 

and in the sensory evaluation the OM reached an acceptability of 86.67%, standing out in 

flavor, texture and appearance compared to the control sample, which demonstrates its 

potential as a sustainable and nutritious protein alternative.  
 

Keywords: Tarwi, cushuro, plant-based burger, protein 

 

 

INTRODUCCIÓN 

El tarwi (Lupinus mutabilis) es una leguminosa originaria de los Andes, reconocida por 

su alto contenido de proteínas (40-50%), grasas saludables (20%) y una composición 

equilibrada de aminoácidos esenciales1. Aunque requiere un proceso de remojo y lavado 

para eliminar sus alcaloides, su valor nutricional y su versatilidad lo hacen una opción 

viable para el desarrollo de productos innovadores2. El frejol negro (Phaseolus vulgaris) 

es una leguminosa ampliamente cultivada en diversas regiones del mundo, 

particularmente en América Latina3. En Perú, su producción se concentra en 

departamentos como Lambayeque, Piura y La Libertad, donde su cultivo es esencial para 

la dieta básica4. El cushuro (Nostoc sphaericum) es una cianobacteria que crece en 

ambientes acuáticos de alta montaña, como lagunas y riachuelos, en regiones altoandinas 

del Perú como Junín, Huancavelica, Puno y Cusco; destacando por su alto contenido de 

proteínas (24-42%), ácidos grasos ω-3 y ω-6, una notable cantidad de aminoácidos 

esenciales e hidrofóbicos, y minerales como hierro y calcio5,6. 

En la actualidad, la creciente tendencia hacia la alimentación saludable y sostenible ha 

llevado a un aumento en la demanda de productos plant-based, como las hamburguesas 

elaboradas a partir de ingredientes de origen vegetal7. Se espera que este crecimiento del 
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mercado sea impulsado por la Generación Z y los millennials (de 16 a 40 años) con un 

66%, estimando un aumento en el consumo de productos plant-based en los próximos 10 

años8. Las Naciones Unidas estimó que para el año 2050, la población crecerá a 9700 

millones de habitantes, este aumento exponencial de la población amenaza con reducir 

los niveles de seguridad alimentaria9,10. A pesar del crecimiento en la producción de 

alimentos y la diversidad de recursos disponibles, millones de personas aún sufren 

desnutrición e inseguridad alimentaria; ya que el sistema alimentario actual no ha podido 

proteger el medio ambiente y no ha garantizado el acceso a alimentos suficientes, 

sostenibles y nutricionalmente adecuados para todos11. 

Las proteínas son esenciales para prevenir la desnutrición y favorecer un envejecimiento 

muscular saludable; sin embargo, los productos cárnicos altos en proteínas generan un 

impacto ambiental significativo debido a la demanda de grandes cantidades de recursos 

y por la emisión gases de efecto invernadero6. Por ello, la industria alimentaria está 

explorando nuevos ingredientes de origen vegetal, insectos y algas para desarrollar 

alimentos y bebidas con un buen perfil nutricional y alto contenido de proteínas, entre 

otros12. El presente estudio tuvo como objetivo diseñar y elaborar una hamburguesa plant-

based a partir de frejol negro (Phaseolus vulgaris), tarwi (Lupinus mutabilis) y cushuro 

(Nostoc sphaericum), con un perfil balanceado de aminoácidos, alto contenido de 

proteína, grasas saludables y una presencia de niveles significativos de antioxidantes, 

comparándolas con una hamburguesa de control similar a las disponibles en el mercado 

y evaluar su potencial como alternativa sostenible y nutritiva.  

 

 

PARTE EXPERIMENTAL 

 

Materia prima 

El tarwi (Lupinus mutabilis), cushuro (Nostoc sphaericum) y frejol negro (Phaseolus 

vulgaris) fueron adquiridos en un mercado local de la ciudad de Lima y llevados al 

laboratorio de Alimentos Funcionales de la Universidad de Lima para su posterior 

procesamiento (lavado, secado, triturado, tamizado y mezclado). Los insumos fueron 

almacenados en una refrigeradora entre 2 a 5 °C. 

 

Procesamiento de harinas 

La harina de tarwi se obtuvo según el procedimiento reportado por Pantoja et al.1 Para 

ello, el tarwi precocido fue pelado y lavado manualmente hasta obtener un líquido 

transparente, luego se secó en un deshidratador por infrarrojo (IRCDi8, P2131) a 56,7 °C 

durante 5,5 h y molido en la trituradora de alimentos (RETSCH, modelo GM-200) a una 

velocidad de 10,000 rpm en 4 intervalos de 30 s para luego ser tamizado en un tamiz 

(Women Wire Mesh Sieves - Ø 120 µm), obteniendo una harina de color blanquecino, la 

cual se almacenó en bolsas aluminizadas a temperatura ambiente. 

El cushuro se lavó y seco a 58 °C durante 24 h en un deshidratador por infrarrojo (IRCDi8, 

P2131), se molió en la trituradora de alimentos (RETSCH, modelo GM-200) a una 

velocidad de 10,000 rpm en 2 intervalos de 30 s y se tamizó en un tamiz (Women Wire 

Mesh Sieves - Ø 300 µm), obteniendo la harina de color verde oscuro, el cual se almacenó 

en bolsas aluminizadas a temperatura ambiente. 
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Para la muestra de control, se utilizó harina de quinua, la cual se obtuvo utilizando el 

método desarrollado1. Para ello, la quinua fue lavada, y luego secada en un deshidratador 

por infrarrojo (IRCDi8, P2131) a 57 °C por 4,5 h y molida en la trituradora de alimentos 

(RETSCH, modelo GM-200) a una velocidad de 10,000 rpm en 3 intervalos de 30 s para 

finalmente ser tamizado en un tamiz (Women Wire Mesh Sieves - Ø 120 µm) y luego fue 

almacenado en bolsas aluminizadas a temperatura ambiente. 

Para la preparación de la pasta de frejol negro, primero éste se remojó con agua durante 

12 h, según la recomendación de la Organización de las Naciones Unidas para la 

Alimentación y la Agricultura (FAO), para facilitar la digestión y mejorar la absorción de 

nutrientes13. Luego, se cocinó a una temperatura de 130 °C durante 4 h, se almacenó y se 

enfrió en una refrigeradora (Electrolux Top Mount Frost) durante 1 h y se molió en una 

licuadora comercial (OSTER 2L BLSTTDG-RGB-053) a 5,000 rpm en 3 intervalos de 

50 s hasta formar una pasta de color negro. Finalmente se almacenó en bolsas 

aluminizadas a 5°C. 

 

Diseño experimental 

El procedimiento se basó en un diseño de mezcla de centroide simplex mediante el 

software Minitab 19 (Minitab Inc., USA)14. Para ello, se definieron dos variables 

independientes: X1 (harina de cushuro) y X2 (frejol negro), los cuales se muestran en la 

Tabla 1. Como variables de respuesta (Y), se evaluaron el contenido de humedad (%), 

proteína (%) y actividad de agua (aw). Por útlimo, se seleccionó la formulación óptima a 

través del software Minitab 19 (Minitab Inc., USA). 

 

Tabla 1. Diseño experimental (DOE) 

Formulaciones 
Orden 

estándar 
Orden de 

ejecución 
Tipo de 

punto 
Bloques 

Harina de 

cushuro (%) 

(X1) 

Frejol 

negro (%) 

(X2) 

M1 2 1 1 1 0 100 

M2 5 2 -1 1 25 75 

M3 3 3 0 1 50 50 

M4 1 4 1 1 100 0 

M5 4 5 -1 1 75 25 

 

Formulación de las muestras  

Se prepararon 5 muestras con diferentes cantidades de harina de cushuro (0-11%) y frejol 

negro (0-11%), basado en el diseño experimental de la Tabla 1; con concentraciones de 

harina de tarwi (45,00%), zanahoria (3,00%), huevo (36%), sal de mara (0,85%), orégano 

en polvo (0,75%), páprika en polvo (1,40%), ajo molido (0,90%) y cebolla en polvo 

(1,00%), como se muestra en la Tabla 2. Todos los ingredientes (20g) se mezclaron y 

amasaron de manera manual y uniforme en un bol de acero inoxidable; y fue refrigerado 

durante 15 min para que se termine de compactar. Finalmente, se le dio la forma circular 

a la masa y se almacenaron en bolsas de polietileno y conservadas en refrigeración 

(Electrolux Top Mount Frost) a temperatura de 4 °C para su uso posterior. Para la muestra 

de control (MC) se realizó el mismo procedimiento, reemplazando la harina de tarwi y 

cushuro por la harina de quinua. 
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Tabla 2. Formulaciones de las muestras de hamburguesa plant-based con harina de 

cushuro y frejol negro 
 

Ingredientes 
Formulaciones (g/%) 

M1(g / %) M2(g / %) M3 (g / %) M4 (g / %) M5 (g / %) 

Harina de tarwi 9,00 / 45,00 9,00 / 45,00 9,00 / 45,00 9,00 / 45,00 9,00 / 45,00 

Harina de 

cushuro  
2,22 /11,10 1,67 / 8,35 1,11 / 5,55 0,00 / 0,00 0,56 / 2,80 

Frejol  0,00 / 0,00 0,56 / 2,80 1,11 / 5,55 2,22 /11,10 1,67 / 8,35 

Zanahoria  0,60 / 3,00 0,60 / 3,00 0,60 / 3,00 0,60 / 3,00 0,60 / 3,00 

Huevo  7,20 / 36,00 7,20 / 36,00 7,20 / 36,00 7,20 / 36,00 7,20 / 36,00 

Sal de mara  0,17 / 0,85 0,17 / 0,85 0,17 / 0,85 0,17 / 0,85 0,17 / 0,85 

Orégano 0,15 / 0,75 0,15 / 0,75 0,15 / 0,75 0,15 / 0,75 0,15 / 0,75 

Paprika en polvo 0,28 / 1,40 0,28 / 1,40 0,28 / 1,40 0,28 / 1,40 0,28 / 1,40 

Ajo molido 0,18 / 0,90 0,18 / 0,90 0,18 / 0,90 0,18 / 0,90 0,18 / 0,90 

Cebolla en polvo 0,20 / 1,00 0,20 / 1,00 0,20 / 1,00 0,20 / 1,00 0,20 / 1,00 

Total  20,00 / 100 20,00 / 100 20,00 / 100 20,00 / 100 20,00 / 100 

 

Análisis proximal 

Este análisis se realizó según métodos oficiales de la AOAC15. El nitrógeno total se 

determinó empleando el método Kjeldahl, multiplicando el resultado por un factor de 

conversión (6,25) para determinar el contenido de proteína. La humedad se determinó a 

105 °C hasta peso constante empleando una termobalanza (SARTORIOUS, MA30). Para 

el contenido de grasa se determinó con éter de petróleo por el método Soxhlet, mientras 

que las cenizas se determinaron por incineración a 550 °C durante 72 h en una mufla 

(KALSTEIN, YR05284-1). Como diferencia se calculó el contenido de carbohidratos 

disponibles, considerando los valores de proteína, humedad, grasa total y cenizas.    

  

Determinación de perfil de aminoácidos  

El perfil de aminoácidos se realizó de acuerdo al procedimiento descrito por Chasquibol 

et al.16 Los aminoácidos se determinaron mediante hidrólisis ácida. Las muestras de 

proteína (4 mg) fueron colocadas en tubos Pyrex con tapa rosca, luego se le agregaron 4 

mL de HCl 6 mol.L-1 y llevados a una estufa (Memmert, TwinDISPLAY) a 110 °C 

durante 24 h. Las muestras hidrolizadas se secaron en un rotavapor (Heidolph, VV-micro) 

y luego se redisolvieron en una solución de borato de sodio 1 mol.L-1 con azida de sodio 

al 0,02%, ajustando el pH a 9,0. Luego, las muestras se filtraron a través de un filtro de 

0,45 m y se inyectaron en un equipo HPLC (Waters, Acquity Arc), utilizando ácido D,L-

α-aminobutírico como patrón interno y una columna de fase reversa de 300 mm × 3,9 

mm. Los resultados fueron analizados a través del software Empower 3. La cuantificación 

del triptófano se determinó según el método descrito por Yust et al.17 Todos los análisis 

se realizaron por triplicado y se presentaron como valores medios. 

 

Actividad de agua (Aw) 

Este parámetro se determinó empleando un medidor de actividad de agua (VTSYIQI, 

WA-160A) 
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 Actividad Antioxidante 

 La actividad antioxidante se evaluó utilizando el método DPPH a 517 nm18, empleando 

un espectrofotómetro (UV 1280 Vis Spectrophotometer Shimadzu, Kyoto, Japón). Las 

muestras de 15 mg se resuspendieron en 4,5 mL de una mezcla formada por metanol (1 

mL), ácido acético (1,5 ML) y agua (2 mL), luego se agitaron en un vortex (WiseMix, 

VM-10) durante 1 minuto y se calentaron en un baño María (MEMMERT, WNB-22) por 

20 min a 80 °C. Después, se agregaron 3,9 mL de solución de radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo (DPPH), se agitaron en un vortex por 1 min y se dejó en reposo en 

oscuridad por 24 h. Los resultados se expresaron en µg trolox/g.  

  

Análisis sensorial  

Se utilizó un panel de 30 personas, con edades entre 18 y 30 años, quienes calificaron los 

atributos de color, olor, textura, sabor y apreciación general. La prueba se realizó con 

base en una escala hedónica de 9 puntos (1 = Me disgusta y 9 = Me gusta).  

 

Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como media ± desviación estándar. Las mediciones se 

determinaron por triplicado. Para el análisis de los resultados obtenidos, se utilizó el 

análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 95% mediante el software 

Minitab 19 (Minitab Inc., EE.UU.). 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Optimización de la formulación 

Según las variables de respuesta estimadas con el software Minitab 19 (Tabla 3), se 

empleó la herramienta de optimización de respuestas para determinar la formulación 

óptima, priorizando un contenido mínimo de humedad y un máximo de proteína. Como 

resultado, la hamburguesa plant-based optimizada (MO) debe contener 1,75 g de frejol 

negro y 0,47 g de cushuro, lo que permite obtener un contenido teórico de humedad de 

34,22 ± 0,49% y un contenido teórico de proteína de 31,52 ± 0,58%, como se muestra en 

la Figura 1. 

 

Tabla 3. Composición química promedio (%) 
 

Formulaciones 

Harina de 

cushuro (%) 

(X1) 

Frejol 

negro (%) 

(X2) 
Humedad (%) Proteína (%) 

Actividad de 

agua (aw) 

M1 0 100 33,76 ± 3,0 31,79 ± 0,9 0,79 ± 0,01 

M2 25 75 36,38 ± 1,9 2,14 ± 1,1 0,77 ± 0,01 

M3 50 50 36,1 ± 0,6 33,81 ± 1,0 0,79 ± 0,01 

M4 100 0 32,21 ± 2,6 30,25 ± 1,0 0,80 ± 0,01 

M5 75 25 34,35 ± 1,0 31,23 ± 0,7 0,80 ± 0,01 
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Figura 1. Gráfico de respuestas previstas 

 

Composición proximal 

En la Tabla 4, se presenta la composición proximal de la muestra óptima (MO) y la 

muestra de control (MC).  

 

Tabla 4. Composición proximal de la muestra optimizada 
 

Muestra % Proteína  % Humedad % Grasa % Ceniza % Carbohidratos 

MC 7,68 ± 1,40 38,40 ± 1,36 11,78 ± 0,78 3,62 ± 0,10 38,52 ± 2,20 

MO 30,48 ± 0,93 36,19 ± 0,74 22,06 ± 1,80 2,37 ± 0,09 8,91 ± 1,58 

 

De acuerdo con la Tabla 4, el contenido de proteína de la MO (30,48%) fue 

estadísticamente mayor que la MC (7,68%), debido al aporte proteico de la harina de 

tarwi (Lupinus mutabilis) y cushuro (Nostoc sphaericum)19. Además, fue superior a lo 

reportado por Hollweg et al. (11,30%)7, Gamarra et al. (13,13%)20 y Biazotto et al. 

(13,55%)8, esto se debe a que dichos estudios utilizaron proporciones de agua del 10 al 

15%, lo que generó una dilución y reducción de los nutrientes, como la proteína, en sus 

formulaciones7. El contenido de humedad de ambas muestras varió entre 36,19-38,40%, 

lo cual fue menor a lo reportado por Gamarra et al. (57,38%)20, quienes utilizaron insumos 

similares. El contenido de grasa de la MO (22,06%) fue superior que la MC (11,78%) y 

lo reportado por Gamarra et al. (10%)20; esto se debe al aporte de grasa del tarwi, el cual 

posee mayores cantidades de ácidos grasos monoinsaturados que poliinsaturados y 
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saturados21. El contenido de cenizas de la MC (3,62%) y MO (2,37%) fue menor a lo 

reportado por Gamarra et al. (8,85%)20, pero similar al de Hollweg et al. (2,5%)7 y 

Biazotto et al. (2,69%)8.  

 

Perfil de aminoácidos  

El perfil de aminoácidos de las muestras MC y MO (Tabla 5), muestra que los 

aminoácidos predominantes de la MO fueron el ácido aspártico (83,00 ± 4,52 mg/g 

proteína), serina (57,35 ± 4,38 mg/g proteína) y ácido glutámico (196,16 ± 4,77 mg/g 

proteína), en comparación con la MC. La proteína del tarwi contiene altos niveles de ácido 

glutámico y arginina, pero es deficiente en triptófano, resultado que coincide con lo 

reportado por Camarena et al. (0,7 mg/g proteína)22 y con el contenido de triptófano de la 

muestra óptima (5,41 ± 0,88 mg/g proteína)23. Si bien el perfil de aminoácidos esenciales 

de la MO se ajusta a la cantidad recomendada de la FAO/OMS para una nutrición 

saludable, presenta limitaciones en tirosina (21,02 ± 2,80 mg/g proteína), metionina 

(11,66 ± 0,41 mg/g proteína) y triptófano (5,41 ± 0,88 mg/g proteína)24. En cambio, la 

MC cumple con dichas recomendaciones, a excepción de la tirosina (33,82 ± 2,86 mg/g 

proteína), lo que sugiere realizar mezclas de pseudocereales andinos (quinua, kiwicha) y 

leguminosas (tarwi), para mejorar el cómputo aminoacídico y la calidad biológica de la 

proteína19. 

 

Tabla 5. Perfil de aminoácidos de la muestra de control (MC) y la muestra hamburguesa 

optimizada (MO) 
 

 mg de aminoácidos/ g proteína 

Aminoácidos MC MO FAO 

Ácido aspártico 74,70 ± 2,69 83,00 ± 4,52   

Ácido glutámico 112,25 ± 3,07 196,16 ± 4,77   

Serina 44,24 ± 3,81 57,35 ± 4,38   

Histidina 14,21 ± 3,71 22,34 ± 2,63 15  

Glicina 45,97 ± 3,29 37,26 ± 3,68   

Treonina 45,36 ± 4,01 40,63 ± 4,37 23  

Arginina 147,37 ± 2,28 145,91 ± 4,75   

Alanina 28,52 ± 4,72 4,33 ± 0,70   

Prolina 62,66 ± 3,41 60,60 ± 4,32   

Tirosina 33,82 ± 2,86 21,02 ± 2,80 38  

Amoníaco 44,10 ± 2,97 46,13 ± 3,38   

Valina 78,73 ± 4,71 45,86 ± 3,87 39  

Metionina 21 ,81 ± 3,18 11,66 ± 0,41  22 

Cisteína 4,40 ± 0,73 4,99 ± 0,64   

Isoleucina 39,61 ± 2,30 43,44 ± 4,26 30  

Leucina 89,33 ± 3,06 83,42 ± 4,45  59 

Fenilalanina 61,03 ± 3,83 44,39 ± 4,12   

Lisina 45,16 ± 3,99 46,18 ± 4,16 45  

Triptófano 6,96 ± 0,95 5,41 ± 0,88 6 
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Antioxidantes y actividad de agua 

En la Tabla 6 se muestran los resultados de la actividad antioxidante y actividad de agua. 

Los resultados obtenidos indican que la MO presentó una actividad antioxidante de 

1502,19 µg trolox/g, la cual fue superior que la MC (1285,01 µg trolox/g) y lo reportado 

por Kołodziejczak et al. (307,86 µg trolox/g), esto se debe a la baja incorporación de 

compuestos antioxidantes en su formulación de hamburguesa vegetal a base de papa con 

aceite de oliva25. Sin embargo, fue inferior a lo reportado por Abdullah et al. (2044,87 µg 

trolox/g) en su elaboración de hamburguesas a base soya26; esto se debe a la reducción de 

los compuestos fenólicos y la actividad antioxidante del tarwi durante el proceso de 

desamargado y cocción para su conversión en harina, ya que algunos antioxidantes son 

solubles en agua y sensibles a temperaturas de elevadas27. No obstante, la presencia de 

niveles significativos de antioxidantes de la MO sugiere su potencial como alimentos 

funcionales, capaces de contribuir a la prevención de enfermedades crónicas asociadas 

con el estrés oxidativo, como las enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas28.  

 

Tabla 6. Resultados de antioxidantes y actividad de agua  
 

Muestra DPPH (µg trolox/g) Actividad de agua (aw) 

MO 1502,19 0,79 

MC 1285,01 0,81 

 

La aw de la MO y la MC son de 0,79 y 0,81, respectivamente, sin diferencias significativas 

entre sí (p>0,05). Los alimentos con un aw mayor a 0,6 son microbiológicamente 

inestables, ya que la mayor cantidad de agua libre facilita el crecimiento de 

microorganismos como bacterias, mohos y levaduras; a su vez, provoca una vida útil más 

corta debido al deterioro microbiológico que afectan la calidad sensorial del producto29. 

Por ello, es necesario almacenar las hamburguesas plant-based a temperatura de 

enfriamiento (4 °C) o congelación (-18 °C) de acuerdo con las directrices de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS). 

 

Análisis sensorial 

Los resultados del análisis sensorial se muestran en la Figura 2. La textura y el color 

mostraron poca variación al comparar la MC con la MO. Aunque todas las hamburguesas 

contenían muy poca humedad, la muestra de control fue la menos preferida por el sabor 

(4,56 ± 0,45) así como la textura (4,26 ± 0,51). En contraste, la MO tuvo un mejor sabor 

(8,49 ± 0,51) y color (8,66 ± 0,81), fue descrita como más “sabrosa” por los panelistas. 

En resumen, las hamburguesas tuvieron una aceptabilidad del 86,67%, considerando 

valores iguales o superiores a cinco (6,7). La MO fue la más aceptada por los panelistas 

con una puntuación de 7,46 ± 0,31. Este resultado fue similar con lo reportado por 

Hollweg et al. para hamburguesas vegetales de proteína de soya texturizada7. 

 



 
22  José Palacios, Diego Valderrama… 

  Rev Soc Quím Perú 91(1) 2025 

 

 
Figura 2. Análisis sensorial de las muestras MO y MC 

 
 

CONCLUSIONES 
 

Los resultados mostraron que la hamburguesa plant-based optimizada (MO), elaborada a 

partir de harina de tarwi (45%), frejol negro (8,75%) y cushuro (2,35%), presentó un alto 

contenido de proteína (30,48 ± 0,93%), grasas (22,06 ± 1,80%) y antioxidantes (1502,19 

µg trolox/g) en comparación con la muestra de control (MC) y los resultados de estudios 

anteriores sobre hamburguesas elaboradas con ingredientes similares. Además, la MO 

presentó un perfil balanceado de aminoácidos esenciales de acuerdo con la cantidad 

recomendada de la FAO/OMS, siendo mayoritarios el ácido glutámico, arginina, ácido 

aspártico, prolina, leucina y serina. La evaluación sensorial indicó que los panelistas 

valoraron favorablemente los atributos de sabor, textura y apariencia de la MO en 

comparación con la muestra de control (MC), posicionándola como una opción atractiva 

tanto a consumidores vegetarianos y veganos como para aquellos que buscan opciones 

sostenibles y saludables. La propuesta resalta el valor de los superalimentos andinos, 

como el tarwi y el cushuro en el desarrollo de productos innovadores, promoviendo su 

aprovechamiento y su incorporación en soluciones alimenticias alineadas con las 

tendencias actuales de sostenibilidad y funcionalidad.  
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EXTRACCIÓN ÓPTIMA MULTI-RESPUESTA DE 

POLIFENOLES PRESENTES EN ORUJO DE UVA BAJO 

CONDICIONES SUBCRITICAS  
Nilton César León Calvoa*, Karol Cecilia Torres Ramírezb, Erik Edwin Allcca Alcab, 

Nils Leander Huaman Castillab 

 

RESUMEN 

El orujo de uva es un residuo agroindustrial con importantes concentraciones de 

polifenoles, así como de azúcares reductores; los cuales limitan su uso en el desarrollo de 

alimentos nutraceúticos. Por ello, el objetivo fue evaluar el efecto de la composición del 

solvente (etanol: 20 – 60%) y temperatura (100 - 160°C) sobre la recuperación de 

polifenoles y contenido de azúcares a partir de orujo de uva mediante un proceso de 

extracción subcrítica. Para tal fin, la muestra fue acondicionada dentro de un sistema de 

extracción por líquidos presurizados. Luego, mediante un diseño central compuesto se 

establecieron las condiciones óptimas de extracción (temperatura y etanol) para 

maximizar el contenido de polifenoles con mínima presencia de azucares reductores 

(glucosa). Los incrementos en la concentración de etanol (20 - 60%) y altas temperaturas 

mejoran la recuperación de polifenoles; mientras que la presencia de etanol reduce la 

extracción de azucares reductores. Contrariamente, los incrementos de temperatura 

incrementan la presencia de compuestos no deseados (glucosa). El proceso de 

optimización permitió maximizar la recuperación de polifenoles con un mínimo 

contenido de glucosa, cuyos parámetros fueron fijados a 141.9°C con 60.3% de etanol. 

Por ello, el uso de etanol permite no solo mejorar la recuperación de polifenoles, sino 

también reduce la presencia de azúcares reductores. Asimismo, la optimización de 

respuesta múltiple es una técnica que permite maximizar la obtención de compuestos 

antioxidantes con mínima presencia de compuestos no deseados. 

 

Palabras clave: Orujo de uva, extracción liquido presurizada, polifenoles, glucosa, 

optimización de respuesta múltiple. 

 

OPTIMAL MULTI-RESPONSE EXTRACTION OF 

POLYPHENOLS PRESENT IN GRAPE POMACE UNDER 

SUBCRITICAL CONDITIONS 
 

ABSTRACT 

Grape pomace is an agroindustrial residue with significant concentrations of polyphenols 

and reducing sugars, which limit its use in developing nutraceuticals. Therefore, the 

objective was to evaluate the effect of solvent composition (ethanol: 20–60%) and 

temperature (100–160°C) on polyphenols and sugar content recovery from grape pomace 

using a subcritical extraction process. To this end, the sample was conditioned within a 
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pressurized liquid extraction system. Optimal extraction conditions (temperature and 

ethanol) were then established using a central composite design to maximize polyphenol 

content with minimal reducing sugars (glucose). Increased ethanol concentration (20–

60%) and high temperatures improve polyphenol recovery, while the presence of ethanol 

reduces the extraction of reducing sugars. Conversely, temperature increases increase the 

presence of undesirable compounds (glucose). The optimization process maximized 

polyphenol recovery with minimal glucose content, with parameters set at 141.9°C with 

60.3% ethanol. Therefore, using ethanol not only improves polyphenol recovery but also 

reduces the presence of reducing sugars. Furthermore, multiple response optimization is 

a technique that maximizes the yield of antioxidant compounds with minimal presence of 

undesirable compounds. 

 

Keywords: Grape pomace, pressurized liquid extraction, polyphenols, glucose, multiple-

response optimization. 

 

INTRODUCCIÓN 

La industria vitivinícola genera residuos orgánicos tales como bagazos, semillas, 

cascaras, raspones y hojas, los cuales son derivados del procesamiento del vino (1). Estos 

residuos representan un problema de gestión ambiental debido a la generación de gases 

de efecto invernadero, así como la contaminación del agua y suelos de las zonas donde 

se acumulan (2). En particular, el orujo de uva es un residuo compuesto de cascaras y 

semillas obtenidos después de la fermentación del vino (3) y es considerado una fuente 

natural rica en compuestos polifenólicos (4).  

Los polifenoles son un grupo diverso de compuestos presentes en diversas matrices 

vegetales, cuya estructura química presenta múltiples grupos hidroxilo unidos a 

estructuras aromáticas (5). Estos compuestos presentan propiedades bioactivas que 

ayudan en el tratamiento y prevención de enfermedades crónicas (6). Sin embargo, los 

métodos de extracción que permitan obtener extractos ricos en polifenoles para 
aplicaciones alimentarias y farmacéuticas aún son objeto de investigación (7). 

Si bien existen diversas técnicas de extracción bajo condiciones atmosféricas que 

permiten recuperar compuestos fenólicos; estos métodos requieren prolongados tiempos 

de proceso, grandes cantidades de solvente, así como el uso de solventes tóxicos (metanol, 

hexano) con bajos rendimientos de recuperación en los compuestos de interés (8). Esto 

limita el uso de los extractos en futuras aplicaciones alimentarias, así como su 

escalamiento a nivel industrial (9). Contrariamente, la extracción por líquidos 

presurizados (ELP) es una técnica emergente amigable con el medio ambiente que trabaja 

bajo condiciones subcríticas (10). Esta técnica reduce ampliamente los tiempos de 

proceso y superan los rendimientos de compuestos de interés en comparación con las 

técnicas de extracción atmosféricas (11).  

Existen trabajos en ELP que reportan parámetros óptimos de proceso como temperatura 

y concentración de etanol sobre la recuperación de compuestos fenólicos, capacidad 

antioxidante y algunos compuestos interferentes como hidroximetilfurfural (HMF) y 

metales pesados a partir de frutas y hortalizas (12,13).  

Si bien existe mucha información sobre parámetros óptimos de extracción, estos no 

consideran el análisis de respuesta múltiples que permitan determinar condiciones 

óptimas que maximicen el contenido de compuestos antioxidantes y minimicen la 



 
Extracción óptima multi-respuesta de…  27 

Rev Soc Quím Perú 91(1) 2025 
 

presencia de compuestos interferentes. Por ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar 

bajo condiciones subcríticas, el efecto del uso de mezclas agua-etanol y temperatura sobre 

el contenido de polifenoles y azucares reductores a partir de semilla de orujo de uva. 

Además, mediante un diseño central compuesto se determinó las condiciones óptimas de 

extracción considerando respuestas múltiples. 

  

 

PARTE EXPERIMENTAL 

 

Materia prima 

~20 kg de orujo de uva de la variedad negra criolla fueron recolectados de la bodega 

Antonio Biondi e Hijos, Moquegua, Perú. El orujo fue transportado al Laboratorio de 

Extracción de Compuestos de Alto Valor (LECAV) de la Escuela Profesional de 

Ingeniería Agroindustrial de la Universidad Nacional de Moquegua. Luego, las muestras 

fueron congeladas inmediatamente a -20 °C. Posteriormente, las muestras fueron molidas 

hasta obtener un tamaño de partícula de 2 mm utilizando un molino de pulso Bosch 

TSM6A013B (Alemania). 

 

Extracción de polifenoles 

5 g de semilla de orujo y 40 g de tierra diatomea fueron mezcladas y colocadas en una 

celda de extracción de 100 mL dentro del Sistema de Extracción de Líquidos Presurizados 

(ASE Dionex, Thermofisher, San José, California, USA). Las condiciones de proceso 

fueron fijadas de 100 a 160°C combinadas con concentraciones de etanol de 20 a 60%. 

Estos parámetros fueron fijados con 10 atm de presión, con un tiempo de extracción de 5 

minutos y 250 segundos de purga de nitrógeno. Los extractos obtenidos fueron 

almacenados a -20°C en envases ámbar para futuros análisis. 

Para encontrar las condiciones óptimas del proceso de extracción, se utilizó un diseño 

Central Compuesto (DCC), el cual fue establecido en las condiciones óptimas del proceso 

(posible zona de curvatura), donde las variables independientes fueron la temperatura (x1) 

y concentración de etanol (x2). La matriz del diseño incluyo un total de 11 tratamientos, 

de los cuales 4 fueron en condiciones axiales, 4 en condiciones factoriales y 3 fueron en 

el punto central (Tabla 1). 

 

El procesamiento y análisis de los datos se llevaron a cabo mediante el programa 

Statgraphics Plus 4.0 (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA). Esto permitió 

encontrar superficies tridimensionales para cada respuesta en particular (contenido de 

polifenoles y azucares). Se evaluaron los efectos de las variables independientes sobre las 

variables dependientes, y se establecieron regresiones lineales de primer orden o segundo 

orden según el ajuste de mínimos cuadrados, según el siguiente modelo: 

 

Y = β0 + β1X1 + β11X1
2+ β22X2

2 + β12X1 X2 + Ɛ 

 

Donde: Y es la respuesta (cantidad de polifenoles o azúcares extraídos); X1 es la 

temperatura codificada; X2 es la concentración de etanol codificada; β son los coeficientes 

del modelo y Ɛ es el error experimental. 
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Finalmente, Para encontrar un óptimo de las condiciones de extracción que permitieran 

la mayor recuperación de polifenoles con concentraciones mínimas de azucares, se aplicó 

el enfoque de superficie de respuesta utilizando la función de deseabilidad. La 

deseabilidad (d) se calculó usando la Ecuación 1, donde se buscaba una respuesta máxima 

prevista para el contenido de polifenoles. La Ecuación 2 se utilizó para la respuesta 

prevista en el contenido de azucares donde se deseaba un valor mínimo (U). 

 

𝑑 = {

0

(
�̂�−𝐿

𝑇−𝐿
)

1

,

𝑠𝑖  �̂� < 𝐿
         𝑠𝑖  𝐿 ≤ �̂� ≤ 𝑇

𝑠𝑖  �̂� > 𝑇
       

𝑑 = {

1

(
𝑈−�̂�

𝑈−𝑇
)

0

,

𝑠𝑖  �̂� < 𝑇
        𝑠𝑖  𝑇 ≤ �̂� ≤ 𝑈

𝑠𝑖  �̂� > 𝑈
       

Donde T y L representan los valores objetivo para la respuesta prevista más alta y más 

baja dentro del espacio temperatura y concentración de etanol, dependiendo de si se había 

establecido un valor mínimo o máximo deseado. ŷ representa las respuestas previstas que 

se derivaran de las regresiones múltiples calculadas anteriormente para cada superficie de 

respuesta individual.  

 

Tabla 1. Matriz para el diseño compuesto central (DCC) 
 

Niveles del diseño 

 

Niveles 

experimentales 
 

Variables 

respuesta 

x1 x2 T °C Etanol % 

 

y1 y2  

-1 -1 100 20    

-1 1 100 60    

1 -1 160 20    

1 1 160 60    

-1.414 0 87.57 40    

1.414 0 172.43 40    

0 -1.414 130 11.72    

0 1.414 130 68.28    

0 0 130 40    

0 0 130 40    

0 0 130 40    

 

Donde: y1 es el contenido total de polifenoles; y2 es el contenido de azúcares 

 

 

 

Ecuación 2 

Ecuación 1 
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Determinación de Polifenoles Totales 

La determinación del contenido de compuestos fenólicos se realizó con el reactivo Folin 

Ciocalteu, siguiendo el método de Singleton et al. (14), En resumen, un volumen de 3.75 

mL de agua destilada, 0.5 mL de muestra y 0.25 mL de reactivo Folin-Ciocalteu (1N) se 

mezclaron con 0.5 mL de una solución de carbonato de sodio (10% p / v). Luego, la 

absorbancia se medirá a 765 nm (Espectrómetro UV-Vis Genesys 150, Thermofisher, San 

José, CA, USA) después un tiempo de reacción de 1 h a temperatura ambiente. Los 

resultados se expresarán en mg EAG (equivalente de ácido gálico) por gramo de solido 

seco.  

 

Determinación de azucares reductores 

Se cuantificó glucosa siguiendo el procedimiento propuesto por Wilson et al. (15). 

Primeramente, se realizó la filtración de los extractos de algas pardas con una jeringa 

acoplada con un filtro de nylon de 0,22 μm, insertando las muestras en viales ámbar de 

1,5 mL. El análisis se ejecutó utilizando un equipo de cromatografía líquida de alta 

resolución acoplado con un detector de índice de refracción (IR) a 35 °C. El equipo 

inyectó 1 µL de muestra pretratada a un flujo de 0,75 mL/min. La fase móvil consistió en 

una mezcla de Acetonitrilo/agua (75/25%), se trabajó en modalidad isocrática. La 

separación cromatográfica se llevó a cabo utilizando una columna Luna® 5 μm NH2 100 

Å. Las concentraciones se hallaron de acuerdo con las curvas de calibración (10 mg/mL 

– 50 mg/mL) de glucosa. 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
Efecto de la composición del solvente y temperatura sobre la recuperación de 

polifenoles. 
 

Los extractos obtenidos mediante condiciones subcríticas presentaron concentraciones de 

polifenoles que varían de 0.23 a 1.89 mg EAG/ gss (Tabla 2). De acuerdo con nuestros 

resultados los incrementos de temperatura y etanol presentaron un efecto positivo en la 

recuperación de polifenoles totales (Tabla 2). Por ejemplo, el uso de 20% de etanol con 

un incremento de 100 a 160 °C permitió recuperar 3 veces mas contenido de polifenoles; 

mientras que el uso de 60% de etanol con incrementos de 100 a 160°C recupero 2.8 veces 

más contenido de estos compuestos bioactivos (Tabla 2). Además, el análisis de varianza 

mostro que la los efectos principales (temperatura y etanol) tuvieron un efecto 

significativo sobre el contenido de polifenoles (P < 0.0001), así como la interacción de 

ambos factores (temperatura x etanol) tuvieron efecto significativo sobre la variable 

respuesta (P < 0.001).  

Comportamientos similares fueron reportados por Huaman et. al. (16) quienes 

encontraron que los incrementos de temperatura de 90 a 150°C con agua pura y 30% de 

etanol mejora en 14 y 37% la recuperación de polifenoles. Mariotti et. al. (13) observaron 

que los incrementos de temperatura de 60 a 90°C mejora en 16 y 28% la recuperación de 

polifenoles con agua pura y 15% de etanol. Bajo condiciones subcríticas, las altas 

temperaturas aceleran la energía cinética del solvente, favoreciendo la ruptura de la matriz 

vegetal (17); consecuentemente los polifenoles son liberados. Además, el uso de etanol 

permita una mayor solubilidad de los polifenoles debido a la presencia de dos fracciones 
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polar y no polar en su estructura química, los cuales interactúan con los grupos hidroxilo 

y aromáticos de los polifenoles, respectivamente (18). 

 

Tabla 2. Caracterización química de los extractos obtenidos bajo condiciones subcríticas 

(ELP). 

 

Etanol 
 (%) 

Temperatura 
(°C) 

Contenido de 
polifenoles 

(mg EAG/g ss) 

Contenido de 
glucosa  

(mg/g ss) 

130 40 0.685 3.11 

100 20 0.36 4.68 

160 20 1.36 8.16 

100 60 0.78 2.16 

160 60 0.91 5.46 

130 40 0.71 3.26 

87.5736 40 0.21 1.26 

172.426 40 1.84 11.04 

130 11.7157 0.53 3.18 

130 68.2843 0.81 4.86 

130 40 0.74 3.21 

130 40 0.65 3.09 

100 20 0.42 4.92 

160 20 1.515 11.34 

100 60 0.82 2.52 

160 60 1.89 9.09 

130 40 1.04 3.12 

87.5736 40 0.23 1.38 

172.426 40 1.78 10.68 

130 11.7157 0.54 3.24 

130 68.2843 0.85 5.1 

130 40 0.68 3.11 

 

Los valores de contenido de polifenoles y contenido de glucosa son el promedio de 3 

repeticiones (n= 3). Las desviaciones estándar varían entre 0.02 y 0.09 para polifenoles 

totales y entre 0.085 y 0.254 para el contenido de glucosa. 

Para explicar el efecto de la temperatura y etanol sobre el contenido de polifenoles, un 

modelo predictivo de superficie de respuesta fue establecido, el cual cuantifica la relación 

entre una variable dependiente (CPT) y dos variables independientes (T y E) mediante 

una ecuación cuadrática (Tabla 3). La inclusión de términos lineales, cuadráticos y de 

interacción permite modelar efectos no lineales y sinérgicos entre la temperatura y la 

concentración de etanol sobre la respuesta. Los coeficientes asociados a cada término 

indican la dirección y magnitud de esta influencia. Por ejemplo, los coeficientes negativos 

de los términos lineales sugieren una disminución de la respuesta al aumentar 

individualmente la temperatura o la concentración de etanol, mientras que los términos 

cuadráticos positivos señalan una posible curvatura en la superficie de respuesta para 

ambas variables (T y E). La presencia en el modelo de la interacción (TxE) implica que 
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el efecto de la temperatura sobre la respuesta está condicionado por la concentración de 

etanol (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Modelos predictivos del comportamiento del efecto de la temperatura y 

composición del solvente sobre las respuestas (contenido de polifenoles y azucares 

reductores) de los extractos obtenidos. 
 

Respuesta Modelo R2 

Contenido 

de 

polifenoles 

(CPT) 

𝑌1 = 4.5224 − 0.0765 × 𝑇 − 0.0105 × 𝐸 + 0.0003 × 𝑇2

+ 0.0001 × 𝑇 × 𝐸 + 0.0008 × 𝐸2 
0.9876 

Contenido 

de 

azúcares 

reductores 

𝑌2 = 3.4325 + 0.3034 × 𝑇 − 0.0798 × 𝐸 − 0.0011 × 𝑇2

− 0.001 × 𝑇 × 𝐸 + 0.0012 × 𝐸2 
0.9745 

 

La superficie de respuesta muestra el efecto de la interacción sinérgica entre la 

temperatura (100 - 160°C) y la concentración de etanol (20 - 60%) sobre la extracción de 

polifenoles (Figura 1). La respuesta no sigue una tendencia lineal con respecto a las 

variables independientes, cuyo rendimiento de polifenoles mejora con el incremento de 

temperatura y concentraciones de etanol (>30%). Interesantemente, las bajas 

concentraciones de etanol no favorecen una mayor extracción de compuestos fenólicos 

(Figura 1). Si bien las condiciones optimas fueron establecidas con 160°C y 60% de 

etanol, es necesario analizar los datos con la presencia de compuestos no deseados como 

los azucares reductores (glucosa) con la finalidad de establecer condiciones de proceso 

que garanticen una máxima recuperación de polifenoles con una menor presencia de 

azucares reductores.  

 

 
 

Figura 1. Superficie de respuesta del efecto de la composición de solvente y temperatura sobre el 

contenido de polifenoles. 
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Efecto de la composición del solvente y temperatura sobre la recuperación de 

compuestos no deseados (azúcares reductores). 
 

Bajo condiciones subcríticas, el contenido de azucares reductores presentes en los 

extractos varia de 1.26 a 11.34 mg/gss (Tabla 2). De acuerdo con nuestros resultados los 

incrementos de temperatura mejoran la recuperación de azúcares; contrariamente, la 

presencia de etanol tiene un efecto negativo sobre estos compuestos (Tabla 2). Por 

ejemplo, los cambios incremento de 100 a 160 °C permite incrementar en 75 y 35% la 

recuperación de azúcares con 20 y 60% de etanol, respectivamente (Tabla 2). El análisis 

de varianza mostro que el efecto positivo de la temperatura (P < 0.0005) y efecto negativo 

del contenido de etanol (P < 0.002); mientras la interacción de ambos factores presento 

un efecto significativo sobre la variable respuesta (contenido de azucares) (P < 0.0012). 

Mariotti et. al. (13) demostró que los incrementos de etanol en la composición del 

solvente de extracción de 0 a 15% a 90°C reducen la presencia en el contenido de glucosa 

en 18%. Mamani-Parí et. al. (18) demostraron que la presencia de etanol a altas 

temperaturas reduce la presencia de azucares reductores en los extractos obtenidos. Bajo 

condiciones subcríticas, la polaridad del solvente es reducida drásticamente, limitando la 

formación de puentes hidrogeno (19,20); consecuentemente es probable que las 

interacciones de los azucares con las moléculas de agua se reduzca limitando su 

solubilidad y extracción.  

El modelo predictivo de superficie de respuesta muestra la relación entre el contenido de 

azúcares y dos variables independientes temperatura (T) y etanol (E) mediante una 

ecuación cuadrática (Tabla 3). Los términos lineales, cuadráticos y de interacción permite 

modelar efectos no lineales y sinérgicos entre la temperatura y la concentración de etanol 

sobre la respuesta. Los coeficientes positivos indican que los incrementos de temperatura 

favorecen la recuperación de azúcares, mientras que los términos negativos lineales 

sugieren que la presencia de etanol disminuye la presencia de azúcares (Tabla 3). 

La superficie de respuesta (Figura 2) muestra la influencia significativa de la temperatura 

(100 - 160 °C) y la concentración de etanol (20 - 60%) sobre la obtención de glucosa 

(1.23 – 11.34 mg/g). Existe una tendencia general a la disminución en la recuperación de 

glucosa a medida que la concentración de etanol incrementa. En contraste, Las altas 

temperaturas favorecen una mayor extracción de glucosa. La superficie muestra una 

pendiente descendente desde la región de baja temperatura y baja concentración de etanol 

hacia la región de alta temperatura y alta concentración de etanol. Esto sugiere que para 

optimizar el rendimiento de glucosa se deben considerar temperaturas intermedias 

(125°C) con altas concentraciones de etanol (30%). 
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Figura 2. Superficie de respuesta del efecto de la composición de solvente y temperatura sobre el 

contenido de polifenoles. 

 
 

Optimizacion de respuestas multiples 

Como se describió previamente, la recuperación de polifenoles mejora a temperaturas 

más altas. Sin embargo, la extracción de azúcares redcutores como la glucosa también se 

acelera a temperaturas más altas; mientras la presencia de etanol reduce la presencia de 

estos compuestos no deseados. Entonces, si consdieramos ambas respuestas (polifenoles 

y azúcares) de manrea individual no existe una condición de extracción óptima que 

satisfaga los criterios de obtener un extracto con un elevado contenido de polifenoles y 

minima presencia de azuúcares reductores. Por ello, la función deseabilidad permitio 

determinar la condición optima de extracción, cuyo mayor comtenido de polifenoles y 

menor presencia de azúcares se alcanzó a 141.9 °C con 60.33% de etanol (Figura 3). No 

obsante, es importante recordar que las altas temperaturas no solo favorecen la 

recuperacion de azúcares, sino tambien podrian inducir la formación de compuestos 

toxicos como el hidroximetil furfural y acrilamida, los cuales tambien derian ser materia 

de analisis en futuras investigaciones. 
 

 
Figura 3. Superficie de respuesta de la función deseabilidad que indica las condiciones óptimas de 

extracción. 
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CONCLUSIONES 
 

Si bien las altas temperaturas favorecen la recuperación de polifenoles, también favorecen 

la extracción de azucares. No obstante, el uso de etanol como cosolvente de extracción 

reduce la presencia de azúcares en los extractos obtenidos. Además, las condiciones 

subcríticas reducen la polaridad del solvente reduciendo las interacciones de los azúcares 

con las moléculas de agua. Por ello, el proceso de optimización establecido las 

condiciones óptimas de extracción que permitirán obtener extractos con elevado 

contenido de polifenoles y menor presencia de azucares reductores. Estos resultados 

muestran que la composición de solvente en un proceso de extracción no solo mejora la 

recuperación de metabolitos secundarios, sino también reduce la presencia de compuestos 

polares no deseados. 
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SÍNTESIS, CARACTERIZACIÓN Y ESTUDIO IN VITRO 

DE N'-[(1E)-(2-HIDROXI-3-

METOXIBENCILIDENO)PIRAZINA-2-

CARBOHIDRAZIDA FRENTE A MYCOBACTERIUM 

TUBERCULOSIS H37Rv y DM97  
Christian M. Aliaga Paucara, Rocio I. Ramirez Pantia, Maihuiri Vargas Hugo G.a, 

Patricia Sheen Cortovariab, Mirko Zimic Peraltab, Ana C. Valderrama Negron*a 

 

RESUMEN 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium tuberculosis 

(MTB), donde la pirazinamida (PZA) es un fármaco de primera línea utilizado en su 

tratamiento. Nuevas propuestas de fármacos son urgentes, dada la mayor resistencia a 

antimicrobianos como la PZA. En este trabajo, hemos sintetizado y caracterizado la N'-

[(1E)-(2-Hidroxi-3-metoxibencilideno) pirazina-2-carbohidrazida (C3), para evaluar su 

actividad antituberculosa in vitro en MTB H37Rv (cepa sensible) y DM97 (cepa 

resistente a PZA). El compuesto C3 fue sintetizado y caracterizado por Análisis 

elemental, UV-Vis, FT-IR y RMN 1H/13C. El compuesto C3 es una hidrazona derivada 

de PZA. En el ensayo de microplaca de tetrazolio (TEMA) realizado en MTB H37Rv a 

pH 6,0 y 6,8, se encontró que PZA tiene mayor actividad antituberculosa que C3 en 

H37Rv, sin embargo, en DM97, C3 (MIC = 64 μg/mL a pH 6,0; MIC = 256 μg/mL a pH 

6,8) presentó mayor actividad antituberculosa que PZA (MIC > 800 μg/mL a pH 6,0; 

MIC > 800 μg/mL a pH 6,8), lo que demuestra el potencial antituberculoso de C3 frente 

a esta cepa resistente a PZA. 
 

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, antituberculosos, hidrazona, TEMA. 
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work, we have synthesized and characterized N'-[(1E)-(2-Hydroxy-3-

methoxybenzylidene)pyrazine-2-carbohydrazide (C3), to evaluate its in vitro 

antituberculosis activity in MTB H37Rv (sensitive strain) and DM97 (PZA-resistant 

strain). C3 was synthesized and characterized by elemental analysis, UV-Vis, FT-IR and 
1H/13C NMR. The compound C3 is a hydrazone derivative of PZA.  

In the tetrazolium microplate assay (TEMA) performed on MTB H37Rv at pH 6.0 and 

6.8, PZA was found to have greater antituberculosis activity than C3 in H37Rv, however, 

in DM97, C3 (MIC = 64 μg/mL at pH 6.0; MIC = 256 μg/mL at pH 6.8) presented greater 

antituberculosis activity than PZA (MIC > 800 μg/mL at pH 6.0; MIC > 800 μg/mL at 

pH 6.8), which demonstrates the antituberculosis potential of C3 against this PZA-

resistant strain. 

 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, antituberculosis, hydrazone, TEMA. 

 

INTRODUCCIÓN 

La tuberculosis (TB) es una infección causada por Mycobacterium tuberculosis (MTB). 

Según el informe del año 2023 dado por la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

sobre la tuberculosis, el número de personas tratadas contra la tuberculosis ha aumentado 

de 10,3 millones en el 2021 a 10,6 millones en el 2022. Aproximadamente 1,3 millones 

de personas que padecían tuberculosis en todo el mundo murieron en el 2022. La 

tuberculosis es considerada la enfermedad infecciosa más peligrosa del mundo 1. Una de 

las causas del aumento de los casos de tuberculosis ha sido la aparición de la tuberculosis 

multirresistente (MDR-TB) y la tuberculosis extremadamente resistente a los fármacos 

(XDR-TB), lo que ha dejado a muchos pacientes sin otras opciones de tratamiento2. Según 

el Ministerio de Salud de Perú (MINSA), en el 2019 se reportaron 23282 casos de 

morbilidad de TB, 20546 nuevos casos de TB, 1147 nuevos casos de MDR-TB y 76 

nuevos casos de XDR-TB3. La pirazinamida (PZA) es un profármaco y un análogo 

estructural de la nicotinamida, utilizado como fármaco de primera línea en el tratamiento 

de la tuberculosis, debido a su excelente efecto esterilizante sobre los bacilos tuberculosos 

en estado semilatente o latente4. Se sabe que la PZA se convierte en su forma activa, el 

ácido pirazinoico (POA), por la acción de la enzima pirazinamidasa (PZasa). Sin 

embargo, el mecanismo de acción y la resistencia a la PZA no están completamente 

dilucidados. Se han documentado muchas mutaciones en el gen pncA, responsable de la 

síntesis de PZasa, que es probablemente la principal razón de la resistencia frente a PZA4. 

Las hidrazonas son bases de Schiff (-CH-N-NH-C=O-) que han atraído especial atención 

de los investigadores en los últimos años debido a su conocida capacidad de quelación y 

flexibilidad estructural5, así como a sus actividades biológicas y farmacológicas en 

algunas enfermedades, incluida la tuberculosis. Teniendo en cuenta la alta resistencia a la 

PZA que existe en el tratamiento de la TB, existe la necesidad de evaluar nuevos fármacos 

frente al estado latente de la MTB. En el presente trabajo, se realizó la síntesis y 

caracterización del N'-[(1E)-(2-Hidroxi-3-metoxibencilideno)pirazina-2-carbohidrazida 

(C3), un derivado de PZA unido covalentemente a un grupo hidrazona. Además, se 

realizaron pruebas biológicas in vitro frente a cepa sensible (MTB H37Rv) y cepa 

resistente (MD97) para evaluar su actividad en MTB. Es importante mencionar que Wang 

en el 2019 sintetizó y cristalizó el compuesto C3 monohidratado por otra metodología de 

síntesis, realizo estudios de DR-X de monocristal mostrando la estructura tridimensional, 
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pero no realizó la caracterización espectroscópica, ni evaluó su actividad antituberculosa 

para cepas sensibles H37Rv (ATCC 27294) o cepas resistentes (DM97)6. 

 

 

PARTE EXPERIMENTAL 

Todos los productos químicos fueron comprados a Sigma-Aldrich. Los solventes eran de 

grado espectroscópico. Los puntos de fusión se determinaron con el kit Thermo Fisher 

Scientific IA9100. El análisis elemental se determinó utilizando un analizador elemental 

EAI Exeter Analytical CE-440. Los espectros electrónicos se registraron en un 

espectrofotómetro UV-Vis Shimadzu UV1800 utilizando una celda de cuarzo de 1 cm a 

temperatura ambiente en un rango de 200-400 nm. Los espectros infrarrojos se registraron 

con gránulos KBr en el rango de 4000 a 400 cm-1 en un espectrofotómetro Shimadzu FT-

IR Prestige 21. El espectro de RMN-1H y RMN-13C se obtuvo utilizando un 

espectrómetro Bruker Ascend de 500 MHz con d6-dimetilsulfóxido (DMSO-d6) como 

disolvente y tetrametilsilano (TMS) como patrón interno (dH=0,0 ppm) a temperatura 

ambiente. 

 

Síntesis de pirazin-2-carbohidrazida (2) 

Se añadió hidracina monohidratada (1,77 mL, 1,81 g, 36,2 mmol) a una solución etanólica 

de 5 mL de metilpirazina-2-carboxilato (1) (0,5 g, 3,62 mmol). La mezcla se agitó durante 
2 h a temperatura ambiente. El disolvente se retiró a presión reducida y el residuo se 

purificó mediante lavado con Et2O frío (20 mL) para obtener el producto (2) sólido7. 

 

Síntesis de N'-[(1E)-(2-Hidroxi-3-metoxibencilideno)pirazin-2-carbohidrazida (C3) 

La pirazina-2-carbohidrazida (2) (0,138 g, 1 mmol) se disolvió en 10 mL de etanol, luego 

se añadieron lentamente 5 mL de solución etanólica de 2-Hidroxi-3-metoxibenzaldehído 

(0,152 g, 1 mmol) y 4 gotas de H2SO4 6 M y la mezcla se calentó a 40 °C durante 2 horas. 

Posteriormente, se dejó enfriar hasta la precipitación de un sólido insoluble (C3), luego 

se filtró, lavó con etanol y se recristalizó con DMF, este procedimiento de síntesis es 

diferente al reportado por Zhaodong (2019)4.  

 

Evaluación antimicrobiana 

La prueba de susceptibilidad a la pirazinamida (PZA) de las cepas de MTB H37Rv y 

DM97 se realizó en un laboratorio de bioseguridad de nivel III utilizando el ensayo de 

microplaca de tetrazolio (TEMA) para la viabilidad celular (Bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil-tetrazolio) (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wis.), que 

se basa en el cambio de color de amarillo a azul mediante la reducción de bromuro de 

tetrazolio en células viables8. Mediante esta técnica, se determinó la concentración 

mínima inhibitoria (CMI) de los fármacos por triplicado a pH 6,0 y 6,8. Las soluciones 

de PZA y C3 se esterilizaron por filtración (22 μm) y se mezclaron con el medio 7H9. 

Los controles fueron cultivos de MTB no tratados. Para el inóculo se preparó la 

suspensión de MTB a partir de un cultivo primario en medio agar 7H10 previamente 

incubado durante 3-4 semanas. La masa bacteriana se cosechó en un tubo de vidrio con 

100 μL de Tween 80 al 10% y perlas de vidrio de 3 mm de diámetro. Después de la 

homogeneización con vortex, la turbidez se ajustó a la escala McFarland #1 (3 x 108 

UFC/mL) con medio 7H9. Finalmente, la cepa McFarland #1 se diluyó 1:25 en medio 
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7H9. Por cada pozo se transfirieron 100 μL de suspensión MTB 1:25. Las microplacas se 

colocaron en bolsas Ziploc y se incubaron a 37 °C durante 6 días para el cultivo a pH 6.8 

y 10 días para el cultivo a pH 6. Se añadieron cincuenta microlitros de un tetrazolio a un 

pocillo de control. Las placas se reincubaron a 37 °C durante 24 h. Si el pocillo de control 

se volvía azul, la mezcla de reactivos se añadía a todos los pocillos de la microplaca. Las 

microplacas las incubamos durante 24 h adicionales a 37 °C, y se registraron los colores 

de todos los pocillos. 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Síntesis del compuesto C3 

El compuesto C3 se obtuvo por la condensación de pirazina-2-carbohidrazida con 2-

hidroxi-3-metoxibenzaldehído (Figura1).  

 

Figura 1. Condiciones de síntesis; a) Hidracina monohidrato (98%), EtOH y b) 2-Hidroxi-3-

metoxibenzaldehído, EtOH, H2SO4 (6 M). 

Fuente: Elaboración propia 
 

Pirazin-2-carbohidrazida (2) 

Sólido blanco. 85% de rendimiento. Punto de fusión 158-159°C. IR (KBr): 3382, 3087, 

3060, 1718, 1638, 1262 cm-1. RMN-1H (500 MHz, DMSO-d6) δ(ppm): 4,56 (s, 2H, 

NH2); 8,69 (dd, 1H, J = 1,5 y 2,6 Hz, H-5); 8,82 (d, 1H, J = 2,6 Hz, H-6); 9,12 (d, 1H, J 

= 1,5 Hz, H-3); 10,11 (s, 1H, CONH). RMN-13C (500 MHz, DMSO-d6) δ(ppm): 143,7 

(C-5); 144,0 (C-3); 145,4 (C-2); 147,8 (C-6); 162,0 (CONH). 

 

N'-[(1E)-(2-Hidroxi-3-metoxibencilideno)pirazin-2-carbohidrazida (C3) 

Sólido amarillo. 89% de rendimiento. Punto de fusión 186-187 °C. IR (KBr): 3476, 3424, 

3264, 3066, 3013, 1671, 1608, 1574, 1530, 1361, 1410, 1250, 1149 cm-1. RMN-1H (500 

MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 3,82 (s, 3H, CH3); 6,87 (t, 1H, J = 7,9 Hz); 7,05 (dd, 1H, J = 

1,4 Hz); 7,12 (dd, 1H, J = 7,9 Hz); 8,80 (dd, 1H, J = 2,45 Hz); 8,85 (s, 1H); 8,93 (d, 1H, 

J = 2,45 Hz); 9,28 (d, 1H, J = 1,5Hz); 10,98 (s, 1H, OH); 12,60 (s, 1H, CONH). RMN-
13C (500 MHz, DMSO-d6) δ(ppm): 159,93; 150,71; 148,44: 148,41: 147,84; 144,78; 

144,67; 143,85; 121,49; 119,55; 119,26; 114,52; 56,00. 

El compuesto C3 es soluble en dimetilsulfóxido (DMSO) y dimetilformamida (DMF), 

pero insoluble en disolventes polares como el agua, el metanol y el etanol. Las 

propiedades físicas y analíticas se observan en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Propiedades físicas y analíticas del C3. 

Fórmula 

empírica 

Rendimiento 

(%) 
Color 

Punto de 

fusión 

(°C) 

Análisis elemental encontrado 

(calculado) 

%C %H %N 

C19H12N4O3 89 
Amarillo 

claro 
186-187 

54,27 

(55,35) 

4,46 

(4,44) 

19,15 

(20,08) 

 

Espectroscopía UV-Visible 

El espectro de absorción UV-Vis del compuesto C3 (Figura 2) presenta dos bandas de 

absorción. La primera, alrededor de 264 nm (π → transición π*), corresponde a la 

excitación de los electrones del grupo carbonilo (C=O) y al anillo aromático de la pirazina 

(C=N). El segundo pico alrededor de 308 nm (transición n → π*) corresponde a la 

excitación de los electrones no enlazantes del átomo de O (grupo carbonilo) y del átomo 

de N (pirazina en anillo). La señal de esta última transición se extiende hasta alrededor 

de 400 nm, debido a la presencia de la transición n → π* del grupo hidrazona (NN=C)9,10. 
 

200 300 400

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

A
b

s
o

rb
a

n
c
ia

Longitud de onda (nm)

264 nm

308nm

 

Figura 2. Espectro UV-Vis del compuesto C3 

 

Espectroscopía infrarroja 

El espectro FT-IR (Figura 3) muestra un pico ancho en el rango de 3300 a 3600 cm-1 que 

corresponde a la tensión O-H del fenol, otro grupo importante   es la presencia de un pico 

estrecho de intensidad media a 3264 cm-1 que corresponde a la tensión del enlace N-H, 

así mismo se observa que el carbonilo de la amida (N-C=O) se observa como un pico 

agudo y estrecho a 1671 cm-1. También se observa otras señales importantes a menor 

número de onda, a 1608 cm-1 se observa una señal de intensidad media propio de la 

tensión C=N del grupo hidrazona, a 1530 cm-1 se observa una señal intensa producto de 
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la tensión C=C del grupo fenol y a 1250 cm-1 otra señal intensa que corresponde a la 

tensión C-O del grupo fenol. Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente 

en la literatura para moléculas de similar estructura7. 
 

 

Figura 3. Espectro FT-IR del compuesto C3 

Resonancia Magnética de Nuclear del compuesto C3 

El espectro RMN-1H del compuesto C3 (Figura 4) muestra a campo bajo las señales del 

protón del grupo hidrazona (δ = 12,60 ppm, 1H) y del protón del grupo OH del fenol (δ = 

10,98 ppm, 1H), en ambos casos se observó un singlete porque no tiene átomos de 

hidrógeno cercanos con los que pueda acoplarse. El anillo pirazina muestra tres señales 

características a 9,28 ppm (H-3), 8,80 ppm (H-5) y 8,93 ppm (H-6), el cual guarda 

relación con las N-acilhidrazona ya reportadas 11.  

El análisis cuidadoso de los espectros de RMN-1H del compuesto C3 indicó la 

diastereoselectividad de la etapa de condensación, el cual se evidencia por la presencia 

de una sola señal de iminohidrógeno (N = CH) para el derivado de N-acilhidrazona (δ = 

8,85 ppm, 1H), que se atribuyó al diasteroisómero (E) debido a que esta señal 

característica sale en el rango de 8,32 a 8,82 ppm12. Además, es importante mencionar 

que este tipo de derivado de la N-acilhidrazona tiene mayor estabilidad al formar el 

diastereómero tipo (E)4,13. La tabla 2 muestra los desplazamientos químicos (δ), 

multiplicidad, integral y constante de acoplamiento (J) que le corresponden a las diez 

señales mostradas del espectro de RMN-1H. 
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Figura 4. Espectro de RMN-1H del compuesto C3 (DMSO-d6, 500 MHz). 

Fuente: Elaboración propia 

 

Tabla 2. Señales obtenidas en RMN-1H para el compuesto C3 (500 MHz, ppm, DMSO-

d6 , J Hz) 

 
 

 

Numeración de los hidrógenos presentes en el compuesto C3 
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N° 

Hidrógen

o 

δ  (ppm) 

Experimental 

Multiplicida

d 
J (Hz) Integral 

N-H 12,603 Singlete - 1H 

O-H 10,989 Singlete - 1H 

3 
9,284 

9,281 
Doblete 4JH3,H5 = 1,50 1H 

6 
8.937 

8,933 
Doblete 3JH6,H5 = 2,45 1H 

N = CH 8.853 Singlete - 1H 

5 

8,805 

8,802 

8,800 

8,797 

Doble 

Doblete 

3JH5,H6 = 2,45 

4JH5,H3 = 1,50 

 

1H 

10 

7,134 

7,131 

7,118 

7,115 

Doble 

Doblete 

3JH10,H11 = 7,90 

4JH10,H12 = 1,40 
1H 

12 

7.064 

7.061 

7,047 

7,045 

Doble 

Doblete 

3JH12,H11 = 7,90 

4JH12,H10 = 1,40 
1H 

11 

6,892 

6,876 

6,860 

Triplete 
3JH11,H10 = 7,90 

3JH11,H12 = 7,90 
1H 

-CH3 3,825 Singlete - 3H 

 

En el espectro RMN-13C (Figura 5) se observan 13 señales correspondientes a los 

carbonos del compuesto C3. El carbono que aparece en el campo inferior (δ = 159,93 

ppm) es del grupo carbonilo (C = O) 7,13.  

Las señales de C-9 y CH=N, así como C-3 y C-2, aparentemente tienen el mismo 

desplazamiento químico, sin embargo, al expandirse podemos diferenciar claramente 

ambas señales, donde el carbono de CH=N (δ = 148,41 ppm) esta ligeramente más 

protegido que el carbono C-9 (δ = 148,44 ppm), y el carbono C-3 (δ = 144,78 ppm) está 

menos protegido que el C-9 (δ = 144,67 ppm). Las señales obtenidas del espectro RMN-
13C se resumen en la Tabla 3 y son datos característicos para compuestos tipos N-

acilhidrazona 11,14. 
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Figura 5. Espectro RMN-13C del compuesto C3 (DMSO-d6, 500 MHz) 

Fuente: Elaboración propia 

 

 

Tabla 3. Señales obtenidas en el RMN-13C para el compuesto C3 (500 MHz, ppm, 

DMSO-d6) 

 

 

 

Numeración de los carbonos presentes en el compuesto C3 
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Evaluación antimicrobiana  

De acuerdo con los resultados de prueba TEMA (Figura 6), la CMI para PZA disminuye 

de 100 a 3,125 μg/mL cuando el pH disminuye de 6,8 a 6,0 para H37Rv. Mientras que 

para DM97 tienen una CMI de 64 μg/mL y 128 μg/mL para H37Rv a pH 6,0 y 6,8, 

respectivamente. La CMI de C3 en DM97, tanto a pH 6,0 (MIC = 64 μg/mL) como a pH 

6,8 (MIC = 256 μg/mL) muestran concentraciones más bajas en comparación con la PZA 

(MIC > 800 μg/mL).15,16. 
 

 

Figura 6. Concentración inhibitoria mínima (CMI) de PZA y C3 a pH 6,0 y 6,8 para MTB H37Rv y 

DM97. Fuente: Elaboración propia 

3
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10 114,52 
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CONCLUSIONES 
 

N'-[(1E)-(2-Hidroxi-3-metoxibencilideno)pirazina-2-carbohidrazida (C3) se preparó por 

condensación entre pirazina-2-carbohidrazida con 2-Hidroxi-3-metoxibenzaldehido con 

un rendimiento del 89%. La caracterización química (UV-Vis, FT-IR, RMN-1H y RMN-
13C) permitió corroborar la estructura propuesta por Zhaodong (2019). Por otro lado, los 

estudios in vitro permitieron encontrar una CMI más bajo en la DM97 de MTB para C3 

a pH 6,0 (CMI = 64 μg/mL) y pH 6,8 (CMI = 256 μg/mL) en comparación con la PZA 

(MIC > 800 μg/mL a pH 6,0 y 6,8). Al ser MTB DM97 resistente a PZA, esta hidrazona 

derivada de PZA arroja nueva luz sobre el uso de hidrazonas para el desarrollo de 

fármacos asociados con la resistencia a los antimicrobianos. 
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SÍNTESIS, CARACTERIZACIÓN Y EVALUACIÓN DE LA 

ACTIVIDAD ANTITUBERCULOSA IN VITRO DE 

COMPLEJOS METÁLICOS DE Fe(II) Y Co(II) CON 

HIBRIDO DE ISONIACIDA-PIRAZINAMIDA  
Rocio I. Ramirez Pantia, Christian M. Aliaga Paucara, Fernando Grandeza, Patricia 

Sheen Cortovariab, Mirko Zimic Peraltab, Ana C. Valderrama Negron*a 

 

 

RESUMEN 

La tuberculosis es la séptima causa de muerte en el mundo. Un tercio de la población 

mundial está infectada de la enfermedad de tuberculosis causada por el Mycobacterium 

tuberculosis, el cual ha desarrollo mecanismos de resistencia a diversas drogas de primera 

y segunda línea que resultaron extremadamente difíciles de tratar. 

En este trabajo se presenta la síntesis de los complejos metálicos de Fe(II) y Co(II) con el 

híbrido (IP) de dos fármacos antituberculosos de primera línea: isoniacida (INH) y 

pirazinamida (PZA), todavía desconocido en la literatura científica, con la finalidad de 

potenciar la actividad antituberculosa de ambos fármacos.  

Experimentalmente se obtuvo los complejos de Fe(II) y Co(II), y se determinó la 

actividad antituberculosa de los mismos.  

La caracterización de los complejos metálicos se realizó mediante análisis elemental, 

espectroscopía infrarroja (FT-IR), espectroscopía Raman, espectroscopía UV-Vis, 

conductividad y análisis termogravimétrico (TGA), mostrando que se obtuvieron los 

complejos deseados. 

Los ensayos de actividad biológica se realizaron mediante el Método Susceptibilidad 

TEMA en metalocomplejos de pirazinamida e isoniacida y sus sales precursoras; donde 

el complejo de cobalto y el híbrido (IP) presentan actividad antituberculosa. 

 

Palabras clave: isoniacida, pirazinamida, tuberculosis y complejos metálicos. 
 

 

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND EVALUATION 

OF THE IN VITRO ANTITUBERCULOSIS ACTIVITY OF 

METAL COMPLEXES OF Fe(II) AND Co(II) WITH 

ISONIACIDE-PYRAZINAMIDE HYBRID 
 

ABSTRACT 

Tuberculosis is the seventh cause of death in the world. One third of the world's 

population is infected with tuberculosis disease caused by Mycobacterium tuberculosis, 
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which has developed resistance mechanisms to various first- and second-line drugs that 

have proven extremely difficult to treat. 

This work presents the synthesis of Fe(II) and Co(II) metal complexes with the hybrid of 

two first-line antituberculosis drugs: isoniazid (INH) and pyrazinamide (PZA), still 

unknown in the scientific literature, with the purpose of enhancing the anti-tuberculosis 

activity of both drugs. 

Experimentally, obtained to then obtain the Fe(II) and Co(II) complexes, and determined 

their antituberculous activity.  

The characterization of the metal complexes was carried out by elemental analysis, 

infrared spectroscopy (FT-IR), Raman spectroscopy, UV-Vis spectroscopy, conductivity 

and thermogravimetric analysis (TGA), showing that the desired complexes. 

Biological activity assays were carried out using the TEMA Susceptibility Method on 

pyrazinamide and isoniazid metallocomplexes and their precursor salts; where the cobalt 

complex and the hybrid present antituberculous activity. 

 

Keywords: isoniazid, pyrazinamide, tuberculosis and metal complexes. 

 
 

INTRODUCCIÓN 

La química bioinorgánica estudia las relaciones que existe entre elementos y compuestos 

inorgánicos en procesos biológicos.1,2 La investigación de los metalofármacos es una 

nueva expectativa para la medicina y farmacología que surge de la unión de un compuesto 

orgánico con un metal. Este puede haber sido usado para combatir bacterias, parásitos, 

virus o tumores cancerígenos, potenciando la actividad biológica de los compuestos 

iniciales, resultando más eficaces para el tratamiento de algunas enfermedades, como por 

ejemplo la tuberculosis2. 

La tuberculosis es una enfermedad contagiosa producida por Mycobacterium tuberculosis 

que convive con la humanidad desde sus antigüedades. Así como las civilizaciones han 

evolucionado, el Bacilo de Koch también lo ha hecho, resistiéndose a quedar atrás en la 

historia; este fenómeno surge debido a que la bacteria se ha vuelto extremadamente 

resistente al tratamiento con los fármacos que se usan actualmente3. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) en su Informe sobre la Tuberculosis 2022, 

señala que, si bien hay un descenso de 47% de la mortalidad por TBC desde 1990, aún se 

sitúa como la principal causa de muerte por enfermedad infecciosa, por encima del SIDA, 

y esto se ha convertido en una amenaza global.1,3  

Por ello, es necesario obtener derivados o nuevos fármacos que puedan contrarrestar la 

TB, utilizando metales de transición para conseguir un efecto sinérgico. Este presente 

trabajo está enfocado a la síntesis de complejos con centros metálicos de Fe(II) y de Co(II) 

todavía desconocidas en la literatura científica. La investigación se realizó en dos etapas: 

i) síntesis de los complejos metálicos de Fe(II) y Co(II) y su caracterización con técnicas 

espectroscópica  y ii) estudios de la actividad biológica de los complejos metálicos 

(Susceptibilidad TEMA) 
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PARTE EXPERIMENTAL 

 

Síntesis del complejo de cobalto (CO-IP) 

Se disolvieron 2 mmol del híbrido (IP) en metanol (20 mL) y se añadió 1 mmol de cloruro 

de cobalto hexahidratado (CoCl₂.6H₂O) sólido. Las soluciones se mezclan lentamente con 

agitación continua a temperatura ambiente durante 3 h en atmosfera inerte, se obtuvo un 

precipitado de color anaranjado y después de una hora de agitación se torna anaranjado 

oscuro. Después de enfriar, el precipitado se filtró, se lavó con metanol y se secó al vacío 

 

Síntesis del complejo de hierro ((Fe-IP) 

Se utilizaron 2 mmol del híbrido (IP) en metanol (20 mL) y se añade 1 mmol de sulfato 

de hierro heptahidratado (FeSO4•7H2O) en sólido. Las soluciones se mezclan lentamente 

con agitación continua a temperatura ambiente en atmosfera inerte durante 3 horas. Se 

obtuvo un precipitado de color morado oscuro. Después se filtró, se lavó con metanol y 

se secó al vacío.  

 

Técnicas de caracterización de los complejos 

Análisis elemental de los complejos metálicos (C, H y N) 

El análisis de CHNS Modelo Thermo Scientific Flash 2000 de los complejos metálicos 

se realizaron en el Instituto de Ciencias Exactas de la Universidad Federal de Juiz de Fora. 

Se analizó el contenido de carbono (%C), hidrógeno (%H) y nitrógeno (%N) en las 

muestras obtenidas, con la finalidad de determinar su grado de pureza y la relación 

estequiométrica. Laboratorio de Química Bioinorganica y catálisis (LaQBIC) – Instituto 

de Ciencias Exactas de la Universidad Federal de Juiz de Fora – Brasil. 

 

Análisis Termogravimétrico  

Esta técnica se realizó para observar la pérdida de masa con respecto a la temperatura, 

mostrando el porcentaje de descomposición del híbrido (IP) y los complejos metálicos. 

Se realizó en el Laboratorio de investigación de Fisicoquímica de la Facultad de Ciencias 

de la Universidad Nacional de Ingeniería – Perú. Las lecturas se realizaron en el rango de 

35 – 900°C con una rampa de 10°C/min en el equipo PerkinElmer TGA 4000. 

 

Espectrometría Raman  

Los espectros de Raman de los complejos metálicos se obtienen con un espectrofotómetro 

Raman Horiba One Xplora. Las lecturas se realizaron en el rango de 400-4000 cm-1 en la 

Universidad Nacional de Ingeniería – Perú.  

 

Análisis de conductividad  

El análisis de conductividad de las muestras en disolución se basa en la disociación del 

complejo con sus iones conocidos como electrolitos, estos conducen la corriente eléctrica 

en disolución. La determinación de la conductividad de una disolución de un compuesto 

de coordinación, resulta útil para la caracterización del compuesto, ya que se puede así 

http://www.merckmillipore.com/PE/es/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_formula_hill_value%3DCl%25E2%2582%2582Co%2B*%2B6%2BH%25E2%2582%2582O
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conocer el tipo de electrolito de que se trata. La lectura se realizó en la Universidad 

Nacional de Ingeniería – Perú. 

 

Espectrofotometría UV-Visible  

Los espectros UV-Vis se obtuvieron mediante el espectrofotómetro UV-Vis Shimadzu 

UV1800 a 293 K, con lámpara de deuterio, celdas de cuarzo de 1 cm de espesor; rango 

de 200-400 nm, como solvente se utilizó agua destilada. Las medidas se realizaron en la 

Universidad Nacional de Ingeniería – Perú. En este análisis se obtuvieron espectros UV-

Vis para identificar las transiciones d-d correspondientes al ión metálico y el 

desplazamiento de bandas correspondientes a la formación de nuevos productos.  

 

Espectroscopía Infrarroja  

Los espectros FTIR se obtuvieron con un espectrofotómetro Shimadzu IR Prestige 21 en 

el Laboratorio de Química Analítica e Instrumental de la Facultad de Ciencias de la 

Universidad Nacional de Ingeniería - Perú. Las lecturas se hicieron en modo de 

transmitancia en el rango de 400-4000 cm-1 en pastillas de KBr. Grado de pureza 99%, 

fue secada a alto vacío para eliminar la humedad. Se analizaron los espectros infrarrojos 

del híbrido derivado de isoniacida y pirazinamida y de los complejos metálicos con la 

finalidad de identificar los grupos funcionales y comparar las diferencias existentes entre 

cada par de compuestos evidenciando la formación de sus enlaces metal-ligando.  

 

Evaluación de la actividad biológica  

La evaluación de la actividad biológica in vitro de los complejos metálicos de Fe(II) y 

Co(II) con el híbrido Isoniacida-Pirazinamida se realizaron por el método TEMA en el 

laboratorio de Bioinformática y Biología Molecular de la Universidad Peruana Cayetano 

Heredia por Mirco Zimic Peralta y colaboradores. Los aislamientos de las cepas de 

Micobacterium tuberculosis (H37Rv) se obtuvieron del Hospital Universitario Cayetano 

Heredia. Sus suspensiones se prepararon en Tween 80 al 10% (v/v) (Sigma Chemical) de 

modo que sus turbideces coincidieran con las del estándar de turbidez McFarland Nº1 

(aproximadamente 3 x 10 7 UFC / mL). Por lo tanto, las suspensiones se diluyeron 1:25 

en caldo 7H9 (4.7 g de base de caldo Middlebrook 7H9 [Difco, Detroit, Mich.], 20 mL 

de glicerol al 10%, 1 g de Bacto Casitone [Difco], 880 ml de agua destilada, 100 mL de 

ácido oleico, albúmina, dextrosa y catalasa. Laboratorio de Bioinformática y Biología 

Molecular de la Facultad de Ciencias y Filosofía de la Universidad Peruana Cayetano 

Heredia – Perú. 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Síntesis de los complejos de cobalto y de hierro 

De la síntesis de los complejos se obtuvieron dos sólidos no cristalinos de color mostaza 

(complejo de cobalto) y color morado oscuro (complejo de hierro). Los rendimientos de 

las reacciones fueron de 60 % y 65 %, respectivamente. Además, se determinó que ambos 

complejos se descomponen a temperaturas mayores a 300 °C.  
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Análisis elemental 

De acuerdo, con la medida de conductividad el complejo de cobalto presenta una relación 

metal: ligando (M:L) de 1:1, donde la fórmula propuesta 

([CoCl(C12H10N6O2)(H2O)]Cl.2H2O) y peso molecular 454.13 g/mol muestra 

concordancia dentro de los valores calculados %C, H y N y los valores experimentales. 

Para el complejo de hierro presenta una relación metal: ligando (M:L) de 1:1, los 

resultados concuerdan con la estequiometria propuesta 

([Fe(C12H10N6O2)(H2O)2]SO4.H2O) son mostrados en el Tabla 1. 

 

Tabla 1. Contenido de C, H y N calculado y experimental del complejo de cobalto (Co-

IP) y del complejo de hierro (Fe-IP). 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Análisis de conductividad 

Realizamos el análisis de conductividad teniendo en cuenta el solvente a usarse, el 

complejo de cobalto es soluble tanto en agua y DMSO. La conductividad molar depende 

del tipo de disociación del electrolito, estos conducen la corriente eléctrica en disolución. 

De acuerdo con la formula molecular propuesta [CoCl(IP)(H2O)]Cl, esta se disocia en un 

anión de Cl y un catión [CoCl(IP)(H2O)], según Velho4 y Geray5, la conductividad 

obtenida para el complejo de cobalto (II) está de acuerdo con el tipo de electrolito 1: 1 

(20 – 62 µS) a 25 °C en DMSO con una concentración de 10-3 M, donde probablemente 

un cloro actúa como contraión y el otro como ligante de la forma [CoCl(L)(H2O)]Cl. 

Los resultados de las mediciones conductimétricas se comparó la conductividad entre el 

híbrido, sulfato de hierro (II) y el complejo de hierro (FeIP); la conductividad obtenida 

para el complejo de hierro está de acuerdo con los complejos metálicos de tipo de 

electrolito 1: 1 (87 – 168 µS) a 25°C en agua con una concentración de 10-3 M, 

concordando con los datos de Velho4, donde el sulfato actúa como contraión de la forma 

[Fe(L)(H2O)2]SO4, y no como ligando. El híbrido IP no presenta conductividad en agua. 

Intervalos de conductividad molar para distintos tipos de electrolitos en las mismas 

condiciones experimentales que los complejos estudiados en esta tesis se presenta en la 

Tabla 3. Por esto que la determinación de la conductividad de una disolución de un 

compuesto de coordinación, resulta útil para la caracterización del compuesto, ya que se 

puede así conocer el tipo de electrolito de que se trata. En la Tabla 2, se muestra las 

conductividades de cada compuesto. 

 

 

 

 

Elemento CoIP FeIP 

Calculado Experimental Calculado Experimental 

%C 31.73 31.73 30.46 31.60 

%H 3.55 3.91 3.38 2.75 

%N 18.50 18.40 16.64 15.84 

%S - - 6.74 7.11 
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Tabla 2. Conductividad del híbrido (IP), sales y los complejos metálicos 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Intervalos de conductancia molar para los distintos electrolitos en DMSO y agua 

a 25°C. 

N° Tipo de electrolito 
Rango (µS) 

en DMSO 

Rango (µS) 

en agua 

1 1:1 20 – 62 87 – 168 

2 2:1 54 – 110  168 – 310  

3 3:1 - 350 – 425  

 

Análisis Termogravimétrico de los complejos metálicos  

En los termogramas TGA y DSC del complejo CoIP de la Figura 1, se observan varias 

etapas de descomposición. La descomposición térmica del complejo exhibe una pérdida 

de masa entre 45.77°C - 114.85°C se puede atribuir a la pérdida de dos aguas de 

hidratación o humedad.6 Se asume que la presencia de humedad en la muestra es 

despreciable y probablemente el complejo tendría 2 moléculas de agua de hidratación y 

1 de complejación. Dado que se propone una estructura en la que hay 3 moléculas de agua 

y que en el final del segundo pico endotérmico a 159.48°C existe una perdida porcentual 

teórica de masa: 88.07% (experimental) y 88.09% (calculada), siendo una molécula de 

agua coordinada al metal. 

 
Figura 1. Termograma del complejo de cobalto 

 

La pérdida de masa entre 159.48°C y 423.87°C se puede atribuir a la descomposición del 

híbrido siendo el valor calculado de 32.57% y resultados experimentales de 33.47%. 

Componentes Λ DMSO (µS) a 25°C Λ agua (µS) a 25°C 

IP 1.6 6.0 

Sal de cobalto 49.3 - 

CoIP 29.6 - 

Sal de hierro - 198 

FeIP - 163 
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Finalmente, a 830.03°C se observa lo que, en porcentaje de masa, se podría atribuir a la 

presencia de cobalto metálico siendo el valor experimental y teórico a 12.23% y 12.97%, 

respectivamente. Cabe mencionar que el porcentaje de las pérdidas de masa 

experimentales con la teórica difieren en menos de 1% con los resultados teóricos, lo cual 

nos indica que la formula química propuesta es la correcta (Tabla 4). 

% Calculado del metal: 

   Masa del complejo (454.13)  → 100% 

   Masa del metal Co (58.93)   →  12.97% 

 

Tabla 4. Datos obtenidos del termograma del complejo de cobalto 

 

Las curvas TGA y DSC del complejo FeIP de la Figura 2 muestran varias etapas de 

descomposición. Se inicia con la perdida de aguas de hidratación61 o humedad a 44.21, 

también se observan picos endotérmicos que se pueden atribuir a la pérdida de agua 

coordinada al ion metálico a 121.56 °C - 208.97°C con un porcentaje de pérdida de masa 

experimental de 88.52%, concordando con el porcentaje de pérdida de masa teórica a 

88.65%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2. Termograma del complejo de hierro 

 

Por tanto, asumiendo que la presencia de humedad en la muestra es despreciable, se 

tendría que el complejo tiene 1 moléculas de agua de hidratación y 2 de complejación. La 

pérdida de masa entre 208.97°C y 502.22°C, se puede atribuir a la pérdida del híbrido, 

pues el valor teórico es 31.90% y el valor experimental es 30.18%. La diferencia entre 

ambos valores debe evaluarse más detalladamente para determinar su causa. Finalmente, 

a 837.30°C se observa lo que, en porcentaje de masa, se podría atribuir a la presencia de 

hierro metálico, pues los valores experimental y teórico son 11.65% y 11.72%, 

respectivamente (Tabla 5). 

 

Componentes T° (°C) % Calculado % Experimental Δ% 

3H2O  45.77 – 159.48 88.09 88.07 0.02 

Híbrido (IP) 159.48 – 423.87 32.57 33.47 0.90 

Metal (Co) 423.87 – 830.03 12.97 12.23 0.74 
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% Calculado del metal: 

 Masa del complejo (454.13)  → 100% 

 Masa del metal Co (58.93)   →  11.72% 
 

Tabla 5. Datos obtenidos del termograma del complejo de hierro 
 

 

Espectroscopía infrarroja de los complejos metálicos 

El estudio del espectro infrarrojo del complejo proporciona información sobre la 

naturaleza de la unión del híbrido (IP) que actúa como un ligando unido al átomo central. 

En el híbrido (IP) las asignaciones se centran en 8 grupos donadores: anillo de la 

pirazinamida (N=C), anillo de isoniacida (N=C), amida terciaria (C=O), amida secundaria 

(C=O), base de schiff (N=C) y amina secundaria (NH); las vibraciones de los enlaces se 

desplazan a bajas y altas frecuencias cuando se produce la unión del ligando al metal.  

El espectro del híbrido (IP) (Figura 4) presenta dos bandas características el grupo amida 

secundaria (3263 cm-1) y terciaria (3207 cm-1). El espectro del complejo de cobalto se 

observa la desaparición de los picos N-H con respecto al espectro del híbrido y la 

disminución de la intensidad de las bandas, esto probablemente debido a la existencia del 

solapamiento con una banda ancha de hidratación existente en el complejo, la banda 

característica del H2O aparece en el espectro del complejo indicando que está hidratada o 

que se encuentra coordinada con el metal.5 

Cuando el átomo de nitrógeno del grupo amida está involucrado en una coordinación, 

disminuye la frecuencia de la tensión N−H7,8. El espectro del complejo aparece una banda 

a 3362 cm-1 asignada a NH—N; mientras que en el híbrido esta banda no aparece. Sin 

embargo, esto no es suficiente para indicar la coordinación del metal con las bandas de 

N-H del híbrido. En este estudio, también se observan que los picos C-H del híbrido son 

3092, 3068 y 3052 cm-1 se desplazan a bajas y altas frecuencias con respecto al espectro 

del complejo de cobalto a 3158, 3057 y 2960 cm-1, respectivamente; es de destacar que 

esto ha sido también observado por Ramirez9 y Ferrari10. 

En el espectro del complejo FeIP no se observan los picos N-H del híbrido. Sin embargo, 

esto no es suficiente para indicar la coordinación del metal con las bandas de N-H del 

híbrido. Aparece una banda ancha a 3414 cm-1 perteneciente al H2O probablemente 

debido a la hidratación o coordinación con el metal. Los picos C-H del complejo de 

cobalto se desplazan a 3147, 3057 y 2956 cm-1 con respecto al espectro del híbrido como 

se muestra en la Tabla 6. 

 

 

 

 

 

Componentes T°(°C) % Teórico % Experimental Δ% 

H2O hidratada 44.21  92.43 92.63 0.20 

2H2O complejada 121.56 - 208.97  88.65 88.52 0.13 

Hibrido (IP) 502.22 31.89 30.18 1.71 

Metal (Fe) 837.30 11.72 11.65 0.07 
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Tabla 6. Asignaciones de los grupos funcionales del híbrido y el complejo CoIP de v 

3600 a 3000 cm-1 

 

Asignación IP (cm-1) CoIP (cm-1) FeIP 

ν(NH) ----- 3362 ----- 

 3263 ----- ----- 

 3207 ----- ----- 

ν(CH) 3092 3158 3147 

 3068 3057 3057 

 3052 2960 2956 

 

Los puntos de coordinación involucrados en esta región son el oxígeno del grupo 

carbonilo (C=O) y el N de los dos anillos aromáticos del híbrido y de la base de schiff 

N=C. Cuando el grupo carbonilo está coordinando su frecuencia de tensión disminuye 

con respecto al ligando libre7,11,12. El espectro del complejo la banda del grupo carbonilo 

de la amida secundaria se encuentra a menores frecuencias desplazándose 1679 cm-1 con 

respecto al híbrido, mientras que la amida terciaria se desplaza solo 1659 cm-1. Por ende, 

podemos indicar en la Figura 3 la formación del enlace metal-ligando.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura química del híbrido. Posibles coordinaciones con el metal a) amida terciaria o b) 

amida secundaria 

 

La banda de base de schiff C=N en el espectro CoIP se desplaza a 1625 cm-1 

disminuyendo la intensidad de la banda. En el espectro del híbrido IP (Figura 4) se aprecia 

una banda NH, esta se desplaza a menores frecuencias en el espectro de CoIP indicando 

que este pico está involucrado en la coordinación. La banda CO-N en el espectro de CoIP 

se desplaza 1371 cm-1 con respecto al híbrido; lo que nos proporciona un indicio de que 

el nitrógeno puede estar enlazado al metal. Por otro lado, también la banda NH se 

desplazó 1521 cm-1 en el espectro del complejo. 

En el espectro del complejo de hierro (Figura 4) presenta dos bandas asignadas al grupo 

carbonilo de la amida secundaria y terciaria ambas desplazándose 1680 y 1661 cm-1 con 

respecto al híbrido. La banda de base de schiff C=N disminuye significativamente la 

intensidad del pico y se desplaza a 1628 cm-1, lo que puede atribuirse al enlace metal-

ligando o al solapamiento que le origina la banda de la amida terciaria. Además, la banda 

asignada como CO-N se desplaza 1368 cm-1 con respecto al híbrido lo que muestra que 

este grupo participa en la coordinación al metal. La banda C-N tiene dos picos 
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característicos el primero se desplazó 1300 cm-1, mientras que el segundo pico no aparece, 

como se muestra en la Tabla 7. 
 

Tabla 7. Asignaciones de los grupos funcionales del ligando y de los complejos de 1700 

a 1200 cm-1 

 

Asignación IP (cm-1) CoIP (cm-1) FeIP (cm-1) 

ν(C=O)sec. 1687 1679 1680 

ν(C=O)ter. 1654 1659 1661 

ν(N=C)schiff 1620 1625 1628 

ν(NH) 1548 1521 1548 

ν(CO-N) 1341 1371 1368 

ν(=C-N) 1303 1306 1300 

4000 3500 3000 1500 1000 500

 

 

 FeIP
Fe-O Fe-N

CH

CH

C-N
C=N

 

 IPc=o
NH

 

Tr
an

sm
itt

an
ce

 (%
)

Wavelength (cm
-1
)

 CoIP

Co-O
Co-N

 

Figura 4. Comparación de los espectros FT-IR del híbrido y complejos metálicos 

 

En el espectro del complejo CoIP la banda N-N se desplazó 1198 cm-1 indicando su 

posible participación en la coordinación al metal. De la misma manera exhiben dos 

bandas CH desplazadas 906 y 765 cm-1 con respecto a las bandas del ligando en C-H a 

926 y 739 cm-1 respectivamente. Según la literatura13,14 y en este estudio concuerda la 

presencia de las bandas de los enlaces Co-O a 565 cm-1 y Co-N a 430 cm-1. 

En el espectro del complejo FeIP la banda N-N se desplazó significativamente 1198 cm-

1 con respecto al espectro IP, indicando su participación en la coordinación del metal. Así 

mismo, la banda C-N del anillo heteroaromático se desplazó 1132 cm-1. El espectro del 

complejo FeIP exhibe dos bandas CH desplazándose 25 y 8 cm-1 con respecto a las bandas 

del ligando que aparecen en 926 y 739 cm-1 respectivamente. Numerosas 

investigaciones11,12,13,14,15 y en este estudio concuerda con los picos de los enlaces Fe-O 

a 568 cm-1 y Fe-N a 433 cm-1 (Tabla 8). Según la literatura8, se aprecia bandas del sulfato 

a 691 cm-1. 
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Tabla 8. Asignaciones de los grupos funcionales del ligando y de los complejos de 1200 

a 400 cm-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Espectroscopía Raman de los complejos metálicos 

El espectro Raman muestra modos de frecuencia experimentando un desplazamiento bajo 

o alto. El espectro del complejo de Co (Figura 5) presenta desplazamiento de algunas 

bandas del híbrido. En los espectros de los complejos metálicos las bandas que 

corresponde a la amida secundaria y terciaria se desplazan 1660 y 1637 cm-1 

respectivamente con respecto a las observadas en el híbrido, lo que indicaría que existe 

formación del enlace metal-ligando. La banda de la base de schiff N=C se desplazó a 

menor frecuencia y aparece en 1559 cm-1. En la Tabla 9 se muestra las bandas del híbrido 

(IP) y de los complejos metálicos. 

 

Tabla 9. Identificación de las bandas del complejo metálico e IP 
 

Asignación IP (cm-1) CoIP (cm-1) FeIP (cm-1) 

ν(C=O)amida sec. 1653 ----- 1660 

ν(C=O)amida ter. 1595 1589 1637 

ν(N=C)schiff 1566 ---- 1559 

ν(NH) 1523 1525 1522 

ν(=C-N) 1305 1289 1296 

 1265 1266 --- 

ν(N-N) 1105 1104 ---- 

ν(C-N)anillo PZA 1015 1018 ---- 

ν(NH) 621 ---- ---- 

 

Asignación IP (cm-1) CoIP (cm-1) FeIP    (cm-1) 

ν(N-N) 1171 1198 1198 

ν(N-C)ring INH 1130 1136 1132 

ν1(SO4) ---- ----- 1112 

ν(C-C) 1070 1055 ---- 

ν(N-C)ring PZA 1022 1019 1019 

ν2(SO4) ---- ---- 969 

ν(C-H) 926 906 901 

 739 765 747 

ν(Fe-O) ---- ----- 593 

ν(Co-O)  565 ---- 

ν3(SO4) ---- --- 457 

ν(Fe-N) ---- --- 433 

ν(Co-N) ---- 430 ---- 
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En el espectro del complejo de cobalto presenta una banda de la amida terciaria C=O a 

menores frecuencias 1589 cm-1 con respecto al híbrido. Torregiari15 indica que al 

desaparecer la banda de la amida hay formación del enlace metal-ligando, mientras que 

en nuestro estudio la banda de la amida secundaria desaparece.  La banda de base de schiff 

N=C desaparece tras la formación del complejo. Observando la formación una banda 

ancha por lo que tal vez existe un solapamiento con la banda del carbonilo. En caso de la 

banda N-H de la amida, hay un ligero desplazamiento a 1525 cm-1.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 5. Comparación de los espectros Raman del híbrido IP y el complejo de cobalto CoIP 

 

Por otro lado, existe un ligero desplazamiento de 1018 cm-1 de las bandas de C-N de los 

anillos aromáticos de pirazinamida e isoniacida mostrando que no forman parte del enlace 

metal-ligando. En el espectro de híbrido (IP) la banda de tensión de NH a 621 cm-1, ya no 

se observa en el espectro del complejo.  

Figura 6.  Espectros Raman de IP y complejo de hierro FeIP. 
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Para el enlace de unión C-N de los fármacos libres (pirazinamida e isoniacida) se 

presentó en 1303 y 1265 cm-1 en el híbrido mientras que en el complejo se desplazó 

1296 cm-1. Las bandas N-N, C-N y v2NH del híbrido ya no se observan más en el 

espectro del complejo de hierro (Figura 6). Además, no se puede apreciar las bandas de 

sulfato en el espectro Raman como en el espectro infrarrojo, ya que probablemente 

exista un solapamiento con las otras bandas. 

 

Espectroscopía UV-Visible 

El espectro del híbrido (línea azul) (Figura 7) presenta dos bandas, la primera a 214 nm 

(transición π -> π*) y la segunda a 278 nm (n -> π*), se puede atribuir a la presencia de 

heteroátomos y grupos sustituyentes con capacidad de donar sus electrones libres al anillo 

aromático. El espectro del complejo de Co (II) (línea negra) (Figura 7) la primera banda 

(210 nm) y segunda banda (267 nm) se desplazan a menores frecuencias con respecto al 

híbrido.  

La banda del complejo se encuentra 434 nm donde probablemente el metal se encuentra 

coordinado a los grupos C=O ó C=N del híbrido. En la Figura 7 se muestra que la 

formación del complejo metálico provocó desplazamientos con respecto a las bandas del 

híbrido.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 7. Espectro UV-Visible del híbrido IP y del complejo de Cobalto 

En el espectro del complejo de hierro (línea negra) (Figura 8) se presentan 3 bandas, la 

primera y la segunda banda se generan debido a la presencia de heteroátomos y grupos 

sustituyentes con capacidad de donar sus electrones libres el anillo aromático 

desplazándose a menor longitud de onda 4 y 11 nm respectivamente. La tercera banda se 

encuentra a 313 nm desplazándose 11 nm con respecto al híbrido, mostrando la probable 

participación en la coordinación al metal; concordando con los datos de Taylor16 y 

Kosasy17 que sintetizaron complejos metálicos con grupos C=O y C=N presentes en el 

híbrido, esto nos indica que el metal se está enlazando con esos grupos.  

Kamounah18 y Herzfeld19 han descrito los espectros de numerosos complejos de metales 

de transición que contienen diferentes ligandos de base de schiff. 
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Figura 8. Espectro UV-Visible de lP y FeIP 

Las bandas observadas en ambos espectros de los complejos metálicos presentan 

transiciones de n-> π *, transiciones de energía grande a menor longitud de onda por ello 

en ambos espectros UV-Vis no sobrepasa los 500 nm, tal vez debido a la naturaleza del 

ligando de campo fuerte generando transiciones de gran energía. Debido a los 

desplazamientos de las bandas nos indica que hay un indicio de la formación de los 

complejos metálicos en comparación del híbrido. 

 

Estructura propuesta para los complejos metálicos 

Tomando en cuenta la información extraída del análisis elemental, las técnicas 

espectroscópicas y termogravimetría, los complejos metálicos con fórmula: 

[Co(C12H10N6O2)(H2O)Cl]Cl.2H2O y [Fe(C12H10N6O2)(H2O)2]SO4.H2O  (Figura 9 y 10, 

respectivamente) 

En el complejo CoIP presenta una estructura octaédrica donde el análisis elemental 

coincide con la presencia de dos cloros en la estructura del compuesto de coordinación. 

Además, la prueba de conductividad eléctrica evidencia un ion cloruro como contraión y 

otro como coordinado al átomo central. En diversos trabajos de investigación se reporta 

al cobalto(II) con un número de coordinación igual a 6, el hibrido (IP) actúa como un 

ligando unido por cuatro puntos de coordinación, dando lugar a que los otros dos puntos 

de coordinación esten ocupados por un cloro coordinado al átomo central y una molécula 

de agua de coordinación, esta propuesta se corroboró en el análisis termogravimétrico que 

evidencia la perdida de una sola molécula de agua de coordinación en el rango de 

temperatura de 120 a 160 °C. 

Por otro lado, el complejo FeIP está coordinado con 2 moléculas de agua. En ambos 

complejos contiene dos moléculas de agua de hidratación. FT-IR nos indica que por la 

amida secundaria (C=O) se desplaza a menor frecuencias, el pico N-N se desplaza a 

mayor frecuencia, el pico C-N se desplaza a mayor frecuencia y muestra picos 

característicos al enlace Co-N y Co-O. 

Espectroscopía Raman en el espectro la banda de la amida secundaria y base de schiff 

desaparece. El análisis elemental y la conductividad nos proporciona información de la 

formula química propuesta. Así mismo el TGA. 
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Figura 9. Propuesta de la estructura molecular del complejo Co-IP 

 

 

Figura 10. Propuesta de la estructura molecular del complejo Fe-IP 

 

Evaluación de la actividad biológica 

De acuerdo con los resultados de TEMA, la actividad antimicrobiana de pirazinamida fue 

desarrollado a un pH 6 y pH 6.7; siguiendo el método de Ensayo de microplaca de 

tetrazolio para la viabilidad celular (TEMA) de acuerdo con Luz Caviedes20 

En la Tabla 10, se observa que la pirazinamida no afectó de manera absoluta el 

crecimiento de las micobacterias a pH 6.7. Sin embargo, se podría mencionar que las 

bacterias depositadas en los pozos con pirazinamida mayor o igual a 0.8 ug/mL podrían 

haber sido afectadas en alguna vía de señalización de la respiración celular. 

Se observa el cambio de color con tetrazolio hasta 0.025 mM en la sal de cloruro de 

cobalto, las micobacterias no crecieron y tampoco se observó viraje de color; dicha 

concentración inhibe completamente el crecimiento de las micobacterias a pH 6.7 El 

compuesto sulfato ferroso tuvo efecto sobre la respiración celular a 3.25 mM, mas no 

inhibió el crecimiento. Cabe señalar que hubo precipitación de este compuesto, 

probablemente por la presencia de BSA en el medio de cultivo.  

El complejo de hierro y el híbrido IP redujeron el crecimiento de las micobacterias a partir 

de 0.025 mM, similar a isoniazida, y tampoco se observó viraje de color a partir de dicha 

concentración.  A diferencia de la respuesta del híbrido IP a pH 6.7, este compuesto 

inhibió drásticamente el crecimiento de las micobacterias a partir de 0.013 mM y no se 
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observó viraje de color a partir de 0.013 mM. La diferencia de la respuesta de crecimiento 

es explicada por el pH ácido (6.0), y se puede mencionar que esta condición favorece la 

acción de los compuestos.   

Los valores de concentración mínima inhibitoria (Tabla 10) fueron considerados aquellas 

concentraciones con las que se inhibió la multiplicación de las micobacterias. Los valores 

con símbolo > son las de mayor concentración con respecto a un determinado compuesto 

que, probablemente empleando mayores concentraciones se lograría inhibir el 

crecimiento, y los valores con símbolo < son las de menor concentración del compuesto, 

lo que significa que a concentraciones menores tales compuestos podrían inhibir el 

crecimiento. Para la reacción negativa de viraje con tetrazolio, se consideraron los puntos 

de concentración del compuesto en el que no se observó cambio de color de amarillo 

ámbar a púrpura o azul violeta.    

 

Tabla 10. Determinación de Concentración Mínima Inhibitoria y Reacción negativa de 

viraje de color con tetrazolio a pH 6.0 y 6.7 de los compuestos precursores de 

pirazinamida. 
 

Compuesto Concentración 

Mínima 

Inhibitoria 

(mM) 

Reacción 

negativa 

de viraje 

con 

tetrazolio 

Concentración 

Mínima 

Inhibitoria 

(mM) 

Reacción 

negativa 

de viraje 

con 

tetrazolio  

OBSERVACIONES 

a pH 6.0 a pH 6.7 

Cloruro de 

cobalto 

ND ND 0.2 0.05  

Complejo 

de cobalto 

ND ND <0.025 0.025  

Híbrido IP <0.013 0.013 0.025 0.025  

Sulfato 

ferroso 

ND ND >3.25 3.25 Precipitación >3.25 

mM 

Complejo 

de hierro 

ND ND 1.63 0.025  

ND: No Determinado. 

 

CONCLUSIONES 
 

Se obtuvieron los complejos de Co(II) y Fe(II) con el hibrido pirazinamida-isoniacida; 

Adaptándose a los parámetros de atmosfera inerte, temperatura, relación molar metal: 
ligando (1:2) bajo estas condiciones se obtiene mayor rendimiento (30% más) y se evita 

la oxidación del metal. Las fórmulas moleculares propuestas con base en los resultados 

de la caracterización para los complejos fueron [Co(C12H10N6O2)(H2O)Cl]Cl.2H2O) para 

el complejo Co-IP y [Fe(C12H10N6O2)(H2O)2]SO4.H2O   para el complejo Fe-IP, en ambos 

complejos el centro metálico del metal se encuentra en un entorno octaédrico donde las 

moléculas del hibrido IP se ubican en el plano horizontal y los ligandos cloro y sulfato en 
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el plano axial de la molécula. La Evaluación de la actividad biológica del Complejo de 

cobalto [Co(C12H10N6O2)(H2O)Cl]Cl.2H2O) e híbrido pirazinamida-isoniacida 

(C12H10N6O2) inhibieron el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis H37Rv a 

concentraciones inferiores 0.025 y 0.8 respectivamente en comparación con la 

concentración mínima inhibitoria de Pirazinamida, lo cual demuestra que la actividad 

antituberculosa de la pirazinamida aumenta cuando se encuentra enlazada al metal. 
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