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Caracterizacion del Extracto Metanadlico de Syzygium aromaticum por
HPLC-MS

E.L.E. Maria Guadalupe Aguilar Velazquez', Dra. Olga Edith Gonzalez Lugo?, Dr. Azahel de Jesus Rangel Lopez?,
Dr. Angel Antonio Vértiz Hernandez*

Resumen— Introduccion: Syzygium aromaticum comunmente conocido como clavo de olor, es una especia con propiedades
culinarias y medicinales. Tiene una potente actividad antinociceptiva, antiinflamatoria e incluso anestésica; ademas de ser un buen
antibacteriano, debido a sus componentes biolégicos. Objetivo: Caracterizar los componentes del extracto metanélico de Syzygium
aromaticum, mediante HPLC-MS. Metodologia: Se prepararon un extracto metanélico por maceracién durante 15 dias y se analizé
por HPLC-MS. Resultados: Se hizo un analisis de las condiciones bajo las cuales se puede hacer el analisis de masas de los
elementos contenidos en el extracto. Esto permiti6 localizar las relaciones masas/cargas que indican la presencia de diferentes
compuestos, mismos que presentan diferentes estructuras y acciones terapéuticas. Conclusion: Los compuestos encontrados
presentan actividad analgésica, antiinflamatoria, antioxidante, entre otras. La presencia de eugenol fundamenta la eficacia analgésica
y antiinflamatoria del extracto metanélico en modelos experimentales de dolor. El eugenol es un candidato con potencial terapéutico.

Palabras clave—Syzygium aromaticum, HPLC-MS, extractos metandlicos, caracterizacion, efectos bioldgicos.

Introduccién

La préactica de la medicina tradicional se basa en el uso terapéutico de las plantas medicinales como sustitutas
de los medicamentos alopéaticos o en combinacion (OMS, 2009). El uso de plantas medicinales como tratamiento
alternativo es una practica que ha aumentado significativamente en los Gltimos afios. En México, se suele recurrir a la
fitoterapia para tratar sintomas leves o pasajeros, 0 como tratamiento preventivo. También puede detectarse el uso de
plantas medicinales en dolencias cronicas y de mayor importancia, como la diabetes, la hipertensién, el
hipercolesterolemia e incluso el cancer. EI 90% de la poblacién mexicana ha optado por alguna de las 4,500 plantas
medicinales de México por lo menos una vez en su vida, entre ellas se encuentra el clavo de olor (Syzygium
aromaticum).

Syzygium aromaticum pertenece a la familia Myrtaceae, es un arbol perenne que llega a crecer entre 10 a 12
m, se cultiva frecuentemente en areas costeras a altitudes maximas de 200 msnm y florece dos veces al afio; los botones
florales a medida que van madurando cambian de un color palido a verde y posteriormente a un color rojo 0 marrén
oscuro, la floracion comienza después de 4 afios de plantacion, la recoleccion se puede realizar de forma manual o
guimica mediante una fitohormona natural que libera etileno en tejido vegetal procediendo a una maduracioén precoz
(Aguilar, 2013). Por otra parte, las hojas son opuestas, glabras y salpicadas de glandulas sebaceas; los clavos se
obtienen de los capullos que se recogen antes de la apertura. Los brotes son marrones de aproximadamente 1-1,5 cm
de largo con una forma muy caracteristica, la parte inferior consiste en el tubo caliz que encierra en su mitad superior
a la flor inmadura. (Heinrich, 2017)

Se ha reportado que S. aromaticum tiene una potente actividad antinociceptiva, antiinflamatoria e incluso
anestésica, ademas de ser un buen antibacteriano, debido a sus componentes bioldgicos. El analisis proximal del
clavo de olor muestra datos de humedad del 5.4 %, proteinas de 6.3 %, aceite volatil 13.2%, grasas 15.5%,
carbohidratos 57.7 % y vitaminas A, B1 y B2 (Pandey, 2016). Ademas, representa una de las principales fuentes
vegetales de compuestos fendlicos como flavonoides, acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicindAmicos e
hidroxifenilpropenos (Corella Maduefio, 2016).

Referente a las caracteristicas fisicas el aceite esencial de S. aromaticum tiene un aroma célido, potente y
picante, es amarillo claro con una consistencia fina a media y estd compuesto fitoquimicamente por eugenol (70-90
%), acetato de eugenol (hasta un 15%) y p-cariofileno (5-12 %). El principal componente del aceite es el eugenol (4-
alil-2-metoxifenol), un derivado fendlico de formula quimica C1oH1202, poco soluble en agua y soluble en alcohol con
un peso molecular de 164.20 g/mol, estructuralmente es un guayacol con una cadena alil sustituida, es el principal
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responsable de las caracteristicas antifungicas y antibacterianas puesto que al contener grupos fenélicos produce una
degradacidn de las proteinas produciendo un dafio de las membranas celulares. (Gonzélez, 2002).

Por otro lado, la cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (HPLC-
MS) es una técnica analitica que implica la separacion fisica de analitos seguida de su deteccién basada en masas.
Aunque relativamente nuevo, su sensibilidad, selectividad y precision la han convertido en una técnica de eleccién
para detectar cantidades de microgramos o incluso nanogramos de una variedad de analitos que van desde metabolitos
de farmacos, pesticidas y adulterantes de alimentos, hasta extractos de productos naturales. (Kailasam, 2021). Por cual,
el presente trabajo tiene como objetivo caracterizar los componentes de los extractos metanodlico de Syzygium
aromaticum mediante HPLC-MS.

OH
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Figura 1. Estructura quimica del Eugenol (4-alil-2-metoxifenol).
(Gonzélez, 2002).

El conocer los componentes nos permite poder aludir a moléculas lider que pudieran aislarse y caracterizar
su efecto de manera independiente y constituir una probable molécula farmacoldgica que pudiera insertarse en la
terapéutica. Es necesario de acuerdo con la estrategia de la OMS en el 2014 caracterizar nuevas moléculas de la
medicina tradicional con propiedades farmacoldgicas en virtud de la falla del efecto terapéutico que se asocia a ya
muchos medicamentos de la terapia convencional farmacoldgica.

Metodologia

Preparacién del extracto: Se pesaron 12.5357 g de hojas y tallos de S. aromaticum y se dispusieron en 50 mi
de metanol grado HPLC, se mantuvieron en maceracion al abrigo de la luz por un lapso de 15 dias a temperatura
ambiente. Al término de ese periodo el extracto se hizo pasar por un filtro de 25um de tamafio de poro para su inyeccién
en el sistema de HPLC-MS.

Analisis mediante HPLC-MS: Se realizé en el Laboratorio de Género, Salud y Ambiente de la Facultad de
Medicina de la U.A.S.L.P. La separacion se realizé empleando una columna C-18 (2.1 x 50 mm; tamafio de particula
1.8 um; temperatura de 25°C, la fase movil se compuso de acido férmico (0.1%) en agua desionizada mili-Q (fase A)
y acetonitrilo (fase B) en gradientes de 0-4 min, 90% A, 4-6 min, 70% A, 6-8 min, 62% A, 8-8.5min, 40% A, 8.5-9.5
min, 90% A. El flujo del equipo fue de 0.4 mL/min, se emple6 un volumen de inyeccién de 2 pL. Las muestras se
trataron con longitudes de onda de 255, 275 y 320 nm, el voltaje del capilar fue de 4,500 V, la presién del gas
nebulizador (N2) fue de 30 psi. La temperatura del gas de secado fue de 340 °C con un flujo de 13 L/min. EIl detector
empleado fue de tipo QTOF: Fragmentador 175V, Skimmer 65V, Octapolo 750 V. Los datos fueron adquiridos en el
modo de ionizacion positiva. Se obtuvieron los cromatogramas con un rango de masas comprendido de 100 a 1000
m/z.

Resultados

Durante el andlisis de masas del extracto de Syzygium aromaticum se obtuvieron 5 picos con tiempos de
retencién promedio de 0.299, 0.385, 0.775, 0.932, 1.25 minutos. El pico 1 (0.299 minutos) se constituyé de varios
componentes en una relacién masa carga (m/z), se identificaron como derivado del &cido gélico a 475 m/z y isobiflorina
y biflorina a 355 m/z reportado por Fathoni A. et al., 2017, &cido clorogénico e Isomero de acido clorogénico a 355
m/z y écido galico a 171 m/z reportado por Gaspar A. et al 2017, Acido gélico a 167 m/z reportado por Fathoni A. et
al., 2017, Eugenol a507 m/z'y 294 m/z reportadas por Tikunov Y. et al., 2010, isorhamnetina a 280 m/z, acido elagico
a 203 m/z, Kaempferol a 142 m/z y 83 m/z reportadas por Fathoni A. et al., 2017 (Figura 2).

El pico 2 cuyo tiempo de retencion fue de 0.385 min, se constituy6 de varios componentes en una relacion
masa carga (m/z), Para el pico con un tiempo de retencién de 0.385 min mismo que se constituy de varios
componentes en una relacién masa carga (m/z), se identificaron como Derivado del acido galico a 479 m/z, isobiflorina
y biflorina a 355 m/z, Glucogalina a 331 m/z y Acido gélico a 167 m/z reportado por Fathoni A. et al., 2017, acido
3,4,5-tri-O-galloilquinico a 644 m/z reportado por Rummun N. et al., 2021, Eugenol di hexosa-pentosa a 614 m/z
reportado por Tikunov Y. et al., 2010, serina peptidasa HtrA a 556 m/z reportado por Kovacs J. et al., 2016, MeSA
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hexosa-pentosa a 493 m/z reportada por Tikunov Y. et al., 2010, 5,7- dimetil luteolina a 100 m/z reportado por Fathoni
A. etal., 2017, Kaempferol a 83 m/z reportada por Fathoni A. et al., 2017 (Figura 3).

Peaks 746  DasePeak 1550351264

Figura 2. Espectrograma correspondiente al pico 1 del extracto metandlico del clavo (Syzygium aromaticum).

Para el pico 3 con un tiempo de retencion de 0.775 min mismo que se constituy6 de varios componentes en
una relacion masa carga (m/z), se identificaron como &cido betulinico a 453 m/z reportado por Abdalrahim A. et al
2011, I isobiflorinay biflorina a 355 m/z reportado por Fathoni A. etal., 2017, Etoxigaloil-O-hexahidroxidifenil hexosa
a 679 m/z reportada por Rummun N. Et al, 2021, MeSA hexosa-pentosa a 493 m/z reportada por Tikunov Y. et al.,
2010, dimetoxiluteolina a 146 m/z reportada por Fathoni A. et al., 2017 (Figura 4).

El pico 4 con un tiempo de retencién de 0.932 min mismo que se constituy6 de varios componentes en una
relacion masa carga (m/z) a citar: se identificaron como Acido gélico derivative a 475 m/z y Acido elagico a 301 m/z
reportado por Gaspar A. et al 2017, Quercetina a 301 m/z reportado por Fathoni A. et al., 2017, criptostrobina a 432
m/z reportado por Sobeh M. et al., 2018, acido trimetilelagico a 345 m/z reportada por Trifan A. et al., 2021, biflorina
a 265 m/z reportada por Fathoni A. et al., 2017, acido homocitrico a 207 m/z reportado por Rummun N. et al., 2021,
dimetoxiluteolina al46 m/z reportada por Fathoni A. et al., 2017. Para el pico 5 (1.25 min) mismo que se constituyd
de varios componentes en una relacion masa carga (m/z), se identificaron como Acido galico derivative a 475 m/z
reportado por Torres-Aguirre et al 2017, 1,6-bis-O-galoil-beta-D-glucosa a 570 m/z reportado por Rummun N. et al.,
2021, Kaempefrol a 529 m/z reportado por Rummun N. et al., 2021, &cido trimetileldgico a 343 m/z reportado por
Trifan A. et al., 2021, Dihexosa a 325 m/z reportada por Tikunov Y. et al., 2010, 5,7- dimetoxiluteolina a 100 m/z
reportado por Fathoni A. et al., 2017, Kaempferol a 83 m/z reportada por Fathoni A. et al., 2017.

En la tabla 4 se pueden encontrar las posibles estructuras quimicas asociadas a los iones provenientes del
extracto metanélico de Syzygium aromaticum entre los que se encuentra el eugenol. Los compuestos encontrados estan
asociados a distintos efectos biol6gicos como antioxidante, antinociceptivo, antiinflamatorio y anticancerigeno.

El analisis de masas del extracto permitio localizar las relaciones masas/cargas que nos indican la presencia
de diferentes compuestos, mismos que presentan diferentes estructuras y acciones bioldgicas. Asi, en el extracto
metanolico de Syzygium aromaticum se encontraron los siguientes flavonoides: isobiflorina y biflorina a las cuales se
atribuye accion antinociceptiva y antiinflamatoria (Fathoni A. et al., 2017); acido clorogénico, 5,7- dimetil luteolina,
isorhamnetina, &cido 3,4,5-tri-O-galloilquinico, serina peptidasa HtrA a los que se les ha documentado una accién
antioxidante (Torres-Aguirre G. et al 2017, Fathoni A. et al., 2017, Rummun N. et al., 2021, Kovacs J. et al., 2016);
acido betulinico y quercetina compuestos con accidn antioxidante y antiinflamatoria (Tikunov Y. et al., 2010; Fathoni
A. et al., 2017), acido homaocitrico al que se atribuye accion anticoagulante (Rummun N. et al., 2021); kaempferol,
con actividad antioxidante, antinflamatoria y anticancerigena (Fathoni A. et al., 2017).
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Figura 3. Espectrograma correspondiente al pico 2 del extracto metandlico del clavo (Syzygium aromaticum).
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Figura 4: Cromatograma correspondiente al pico 3 del extracto metanélico de Syzygium aromaticum.
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Entre los taninos se encuentran: el &cido galico y sus derivados, hexosa-pentosa, dihexosa, glucogalina los
cuales presentan accién antioxidante (Torres-Aguirre et al 2017; Fathoni A. et al., 2017, Tikunov Y. et al., 2010);
1,6-bis-O-galoil-beta-D-glucosa cuya accion predominante es de tipo antibacteriana (Rummun N. et al., 2021),
eugenol y sus derivados, a los cuales se les ha documentado una accion antiinflamatoria (Tikunov Y. et al., 2010),
acido elagico con accién antioxidante y anticancerigena (Fathoni A. et al., 2017). Debido a estos resultados se
comprueba la presencia de eugenol en el extracto metandlico, motivo por el cual se sustenta la eficacia analgésica
y antiinflamatoria observada previamente en modelos experimentales de dolor (Beltran-Villalobos et al., 2017;
Lugo-Lugo et al., 2019). A su vez, el extracto puede ser empleado como una fuente para la extraccion de otros

compuestos quimicos con potencial uso en la terapéutica.
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Conclusiones
Los datos sugieren que la caracterizacién por masas y la relacién masa/carga nos permite conocer los
principales componentes del extracto metandlico de Syzygium aromaticum, los compuestos encontrados perteneces a
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las familias de los flavonoides y taninos, entre los cuales se destaca la presencia de moléculas con actividad analgésica,
antiinflamatoria, antioxidante. La presencia de eugenol fundamenta la eficacia analgésica y antiinflamatoria del
extracto metandlico en modelos experimentales de dolor. En este sentido, el eugenol es un candidato con potencial
terapéutico ya sea empleado de forma individual o en combinacion con otros fArmacos y/o productos de origen natural.
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Remocion de los Compuestos Fenolicos Contenidos en las Vinazas
Mezcaleras Empleando Procesos de Coagulacion/Floculacion y
Oxidaciéon Avanzada

1.Q. Judith Alejandra Alferez Ibarral, Dr. Luis Armando de la Pefia Arellano?,
Dr. Luis Alberto Ordaz Diaz3, M.l. Marfa Dolores Josefina Rodriguez Rosales*, Dr. Sergio Valle Cervantes®

Resumen— En este articulo mezcal en la vinata “Cuero Viejo”, ubicada en el municipio de Nombre de Dios, Durango. Estos
efluentes se caracterizan por su color marrén, pH acido y un alto contenido de compuestos recalcitrantes. Se implemento un tren
de tratamiento, que consistié primero, en caracterizar el efluente, seguido de un pretratamiento (coagulacion/floculacion) y
posteriormente un proceso de oxidacion avanzada (fotélisis UV/H202). Con los resultados obtenidos de la caracterizacion de la
vinaza se observaron altos valores de carga organica y un pH muy &cido, DQO de 45,730 mg O2/L y pH de 3.4, asi como una
concentracion muy considerable de compuestos recalcitrantes, medidos como fenoles totales de 3,000 mgAG/L. En el
pretratamiento se utiliz6 como agente coagulante el policloruro de aluminio (PAC) y la poliacrilamida (PAM) como floculante,
obteniendo remociones de color (67%), turbidez (95%), fenoles totales (40%) y DQO (56%), con las condiciones de pH de 5,
dosificacion de PAC de 10 mg/L y PAM de 3 mg/L. Para el proceso de fotolisis UV/H202 de la vinaza cruda, se obtuvieron
remociones del 60% de fenol total con un tiempo de retencién de 40 minutos y una relacion de dosificacion de H202: Muestra de
Vinaza de 1:100. El volumen utilizado de la muestra de vinaza en el proceso de fotdlisis fue de un litro. Se presentan los resultados
obtenidos del tratamiento de la vinaza mezcalera, generada por la fabricacion artesanal del mezcal.

Palabras clave—vinaza mezcalera, coagulacion-floculacion, PAC, PAM, fotélisis UV/H20..

Introduccién

El agua es un recurso finito e indispensable para la vida, cada vez crece mas la preocupacion sobre su consumo
y aprovechamiento, en los Ultimos afios este ha sido un gran problema ambiental debido al manejo que se le ha dado
y a los niveles de contaminacion que el hombre ha provocado.

Se establece que el sector industrial es la principal fuente de contaminacién del agua al utilizar grandes
cantidades en sus procesos, contribuyendo al agotamiento y desabasto de la misma. Un ejemplo de estas industrias
son las dedicadas a la elaboracion del mezcal, su proceso de produccién consta de cuatro etapas: cocimiento de las
pifias, maceracion, fermentacion y destilacion, siendo en este ultimo donde se genera un liquido remanente de color
marrén llamado vinaza, donde su produccién va en aumento, debido a que por cada litro de mezcal producido se
obtienen aproximadamente de 10 a 12 litros de vinaza. Cerca del 80% de estas vinazas generadas no reciben un
tratamiento adecuado para su disposicion y son descargadas a los cuerpos de agua y suelo, provocando efectos nocivos
en la flora y fauna acuatica.

Diversos procesos de tratamientos de las vinazas han sido objeto de estudio en los Gltimos afios, debido a que
sus contaminantes recalcitrantes no pueden ser degradados mediante la utilizacion de métodos convencionales. La
aplicacion de los procesos de oxidacion avanzada (POA) ha resultado muy efectiva para el tratamiento de estos
efluentes. Este tipo de tratamientos se caracterizan por llevar a cabo la oxidacion de los contaminantes a través de
radicales hidroxilos (OH*) hasta convertirlos en CO2 y H,O 0 en otros compuestos menos peligrosos. El proceso de
fotolisis UV/H20; es uno de los més utilizados para la remocion de contaminantes recalcitrantes, ya que el peréxido
de hidrogeno es un agente altamente oxidante, tiene la capacidad de producir radicales hidroxilos, ya sea en presencia
0 en ausencia de radiacion, considerando los OH* como agentes oxidantes sustentables con el ambiente, ya que sus
subproductos de oxidacion son el oxigeno y agua. Este proceso de fotdlisis por si solo no puede remover la totalidad
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de los compuestos recalcitrantes contenidos en la vinaza, por esta razén es necesaria la aplicacion de algun
pretratamiento, como los procesos fisicoquimicos de coagulacién/floculacion, los cuales ayudaran a obtener mayores
valores de remocion al utilizarse polielectrolitos en conjunto con la oxidacion avanzada.

Con base a lo antes mencionado, el objetivo planteado en esta investigacion fue la aplicacién de estos procesos
para la remocién de fenoles presentes en las vinazas mezcaleras, incluyendo la caracterizacion de los compuestos
recalcitrantes contenidos en la muestra de vinaza y evaluar el uso de los polielectrolitos (PAM y PAC) como agentes
coagulante-floculante, asi como evaluar la eficiencia del proceso de oxidacién avanzada UV/H20x.

Metodologia
Procedimiento
La metodologia establecida para el desarrollo de esta investigacion consté de tres etapas; .
Caracterizacion, 1. Coagulacién/floculacion y I11. Fotolisis UV/H,0.
La caracterizacion fisicoquimica consistio en la determinacion de pH, color, turbidez, DQO, sélidos totales,
alcalinidad y potencial zeta, de acuerdo con las normas y técnicas especificadas en el cuadro 1.

Parametro Unidades Equipo Norma/Técnica de referencia
pH - Potenciémetro ST10 Potenciometria
Color Pt-Co Espectrofotdmetro UV-VIS Espectrometria
Turbidez NTU Espectrofotdmetro UV-VIS .
Espectrometria
Reactor DQO
DQO mgO2/L HANNA mod. HI839800 NMX-AA-030-SCFI1-2002
Espectrofotdmetro UV-VIS
Sélidos totales mg/L Estufa-mufla NMX-AA-034-SCFI-2015
Alcalinidad mgCaCOs/L Potenciémetro ST10 NMX-AA-036-SCFI-2021
Fenoles totales mgAG/L Espectrofotdmetro UV-VIS Folin-Ciocalteau
Potencial zeta mV Zeta meter 3.0 Electro fotometria

Cuadro 1. Normas y técnicas aplicadas en la caracterizacion fisicoquimica de la vinaza mezcalera.

El proceso de pretratamiento se realizé con la prueba de jarras, empleando al policloruro de aluminio (PAC)
como coagulante y la poliacrilamida (PAM) como floculante, las condiciones experimentales se establecieron de
acuerdo con la bibliografia consultada. Se variaron las dosificaciones de PAC y PAM para encontrar 10s porcentajes
de remocion mas altos de color, turbidez, DQO y Fenoles totales, mediante la aplicacion de la siguiente formula:

Ci—Cf
cf

% Remocion = * 100

Siendo:
Ci= Concentracion inicial
Cf= Concentracion final

Pruebas de coagulacién. Las pruebas de coagulacion se realizaron variando el pH en un rango de 3 a 6,
debido a que el coagulante utilizado (PAC) trabaja de manera éptima en este rango. La dosificacion de PAC (No. CAS
12042-91-9) se varié en un rango de 2 a 12 mg/L.

Pruebas de floculacion. Las pruebas de floculacion se desarrollaron con la adicion de la poliacrilamida (No.
CAS 9003-05-8), esto con el objetivo de mejorar la formulacion de los fléculos y lograr velocidades de sedimentacién
mas rapidas, las dosificaciones se variaron de 1.5 a 6 mg/L.

Fotolisis UV/H,0,. Las pruebas de fotolisis UV/H,0, se realizaron con la utilizacion de lamparas UV, las
cuales se describen sus caracteristicas en el cuadro 2, el reactivo H,O; al 30% grado industrial y a un tiempo de
retencion de 60 minutos en un proceso tipo batch y con un volumen de vinaza a tratar de 1 litro, esto de acuerdo con
los resultados obtenidos en el estudio realizado por Rodriguez Arreola (2019).

Capacidad 1.3L |
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Longitud de onda 254 nm
Voltaje 110V
Potencia 25W
Longitud 52.5¢cm

Cuadro 2. Caracteristicas de lampara UV

Resultados
I. Caracterizacién fisicoquimica de la vinaza mezcalera. Los resultados obtenidos en la caracterizacion
fisicoquimica de la vinaza mezcalera se presentan en el cuadro 3, se observa el alto poder contaminante que tiene este
efluente al ser vertido a los cuerpos de agua sin tratamiento previo, debido a la concentracién de DQO de 45,730 mg
O2/L, pH de 3.4, sélidos totales de 20,700 mg/L, los cuales sobrepasan los limites establecidos en la NOM-001-

SEMARNAT-2021, donde se establecen valores limite de 150 mg/L para DQO, pH entre 6 a 9 y 60 mg/L para solidos
disueltos totales.

Parametro Valor Unidad
pH 3.4 £0.1
Color 7080 + 35 Pt-Co
Turbidez 1120 + 15 NTU
Fenoles totales 3000 + 275 mgAG/L
DQO 45730 + 1000 mgO,/L
Alcalinidad 1633.4 + 20 mgCaCOs/L
Sélidos totales 20700 = 84 mg/L
Potencial zeta -26.77 £5 mV

Cuadro 3. Caracterizacion fisicoquimica de la vinaza mezcalera

I1. Pruebas de coagulacion. Primeramente, se realizaron las pruebas para determinar el pH éptimo para llevar a
cabo la coagulacion con el policloruro de aluminio, los resultados obtenidos se presentan en el cuadro 4, aqui se puede
observar que a un valor de pH de 5, los porcentajes de remocién obtenidos fueron de 41% de color, 66% de turbidez,

21% de fenoles totales y 30% de DQO, las pruebas de jarras se realizaron a 100 rpm@5 minutos, 30 rpm@210 minutos
y 0 rpm@60 minutos.

pfgs(lri]g?L) % Remocién
pH _ Fenoles
Color Turbidez | " o DQO
3 2 0 - 11.2
33 38 45 - 15
10 4 38 58.5 3.5 22.3
45 417 62 10 226
5 41 66 21 30.4
55 42.7 32.7 12 323
6 19.6 13.2 33 5

Cuadro 4. Porcentajes de remoci6n con variacion de pH

Una vez obtenido el pH dptimo de trabajo, se comenz6 con la variacion de la dosificacion del PAC, encontrando
que las mejores condiciones eran a una dosis de 10 mg/L, de acuerdo con lo establecido en el cuadro 5.

Dosificacion % Remocion
pH de PAC . Fenoles
(mg/L) Color Turbidez totales DQO
5 2 21.5 21.8 3.7 20
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4 28.9 39.7 4.8 26.2
6 32.15 45 15 21
8 35 52 17 25
10 42 61.2 20 32
12 35 45.6 13 25

Cuadro 5. Porcentajes de remocidn con variacion de dosificacion de PAC

I1.1 Pruebas de floculacion. Las pruebas de floculacion se desarrollaron utilizando la poliacrilamida (PAM) como
floculante, el cual fue agregado después del coagulante y variando las dosificaciones de 1.5 a 6 mg/L. Los resultados
presentados en el cuadro 5 se observa que la adicion de este reactivo aumenta en un 20 a 30% los porcentajes de
remocion obtenidos en la coagulacion, con tan solo una dosificacion de 3 mg/L. De igual manera en la figura 1 se
observan los cambios obtenidos en el efluente después de este tratamiento.

. —
oH PAC PAM ~ Rem(lizlr?gles
(mg/L) | (mg/L) | Color | Turbidez |  ~- bQO
15 51 73 21 48
3 65.3 95 32 62
5 10 15 59 86 25 63
6 55 79 28 59

Cuadro 5. Porcentajes de remocion obtenidos en la floculacién

Vinaza coagulada-
floculada

Vinaza coagulada

Vinaza cruda

Figura 1. Coagulacion-floculacion de la vinaza

I11. Pruebas de fotolisis UV/H,0,. Para llevar a cabo las pruebas de fot6lisis se prepard una solucién estandar de
4cido galico de 1000 ppm, esto para determinar la efectividad del sistema, se inici6 el tratamiento y se tomaron
alicuotas cada 10 minutos, aplicando las condiciones establecidas en la metodologia se obtuvieron porcentajes de
remocion de los compuestos fenolicos del 60% a un tiempo de retencion de 20 minutos. Posteriormente se sometié
la vinaza cruda (sin tratamiento previo) bajo las mismas condiciones, obteniendo una remocioén del 65% de fenoles
totales, 30% de color y 35% de turbidez, esto a los 40 minutos de tratamiento, estos cambios se pueden observar en la

figura 2.
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Vinaza cruda

Vinaza tratada

Figura Il. Proceso de fotolisis UV/H20- en vinaza cruda

Conclusiones

Con los resultados obtenidos primeramente se observo el alto poder contaminante de la vinaza a partir de la
caracterizacién, obteniéndose valores superiores de DQO a los establecidos en la normatividad vigente y altas
concentraciones de fenoles totales, lo cual nos indica que es necesario implementar técnicas eficientes de tratamiento
para que puedan ser desechadas o reutilizadas sin dafiar al medio ambiente o disminuir sus impactos ambientales. Con
el pretratamiento de coagulacion-floculacion se lograron remociones de turbidez, color, fenoles totales y DQO de 95,
65, 32 y 62% respectivamente, verificando que con el uso de la poliacrilamida como floculante se aumenta entre un
20 a 30% estos valores. Posteriormente en la fotdlisis UV/H,0, se comprobd la eficiencia de este proceso para llevar
a cabo la mineralizacion de los compuestos fendlicos, a un tiempo de 40 minutos se lograron eficiencias de remocion
del 60%, se espera que la aplicacion en conjunto con la coagulacion-floculacién se logren resultados aun mejores.

Limitaciones

Dentro de las limitaciones encontradas en esta investigacion fueron los costos del floculante (PAM), al presentar
costos elevados para su aplicacion seria viable optar por otros floculantes naturales/biodegradables como lo es el
quitosano, el mucilago de nopal, etc., esto para la disminucion de los costos en la aplicacion de estos procesos.
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Apéndice
Cuestionario utilizado en la investigacién

1.- ;Qué afectaciones ambientales provoca la descarga de las vinazas mezcaleras sin tratamiento al suelo
y a los cuerpos de agua?

2.- ¢ Cuéles son los tratamientos aplicados en la vinaza mezcalera segun lo reportado en la bibliografia?
3.- ¢Cémo puede ayudar el uso de coagulantes/floculantes en la disminucién de color y turbidez presente
en la vinaza?

4-. ¢Es posible remover los compuestos fendlicos mediante un proceso de oxidacién avanzada?
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Componentes Quimicos de la Madera de Dendropanax arboreus

Flora Apolinar Hidalgo MPB?, Dra. Martha Elena Fuentes Lopéz?

Resumen— La madera de los arboles representa un recurso renovable y es la principal fuente de materiales lignocelulésicos con
una amplia gama de aplicaciones, los productos que pueden obtenerse y derivarse de la madera dependen de su composicion
quimica, por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar el contenido de a-celulosa, holocelulosa, hemicelulosa y extractivos
en etanol-benceno, etanol y agua de Dendropanax arboreus. Se utilizaron las normas; TAPPI 204, ASTM D1104, ASTM D1103.
Se realizd un ANOVA y una comparacion multiple de medias con Tukey (a = 0.05). Los resultados mostraron diferencias
significativas (p<0.05) de las 6 muestras de D. arboreus, en promedio presenta 74.08 % de holocelulosa, 39.99 % de a-celulosa,
34.08 % de hemicelulosa, 2.93 % de extractos en etanol-benceno, 2.15 % en etanol, 2.98 % agua y 6.74 % en extractos totales. Los
hallazgos muestran que existe variabilidad en la composicién quimica de la madera estudiada.

Palabras clave— madera, holocelulosa, celulosa, extractivos.

Introduccién

La madera es el recurso forestal renovable mas importante producido a partir de plantas. Es un material natural
que se utiliza desde hace muchos afios en la industria de la celulosa y el papel.

La madera se compone de celulosa, lignina, hemicelulosas y una pequefia cantidad de compuestos organicos
Illamados extractivos que pueden eliminarse mediante extraccion con disolvente sin afectar la estructura de celulosa o
lignina de la madera (Nabirye y Nwosu, 2022). La celulosa constituye aproximadamente el 40-50% del peso seco de
la madera y de las plantas no lefiosas, la hemicelulosa de 25 a 35%, la lignina representa un 18 a 35% Yy los extractos
de 4 a 10%, son una variedad de compuestos organicos que incluyen grasas, ceras, pectinas, gomas, resinas,
almidones, saponinas, aceites esenciales entre otros (Pettersen, 1984).

La madera también es muy compleja y variable en su composicion quimica, esta variabilidad, no sélo se
produce entre especies, sino también dentro de una misma especie e incluso dentro de un mismo arbol, lo que permite
utilizar la madera para muchos tipos de productos (papeles, materiales de construccion, productos quimicos, energia,
etc.). La comprension de esta variabilidad y nuestra capacidad para utilizarla son de importancia clave para mejorar
los productos de uso final (Pot et al.,2002). En los Gltimos afios se ha incrementado la posibilidad de obtener productos
quimicos de alto valor agregado a partir de los compuestos principales de la madera, como celulosa para usos textiles,
alimenticios o farmacéuticos, pulpa y aplicaciones nanotecnologicas; derivados de la lignina se puede obtener
adhesivos y de la hemicelulosa podremos obtener xilitol, acido feralico y lactico (Saha, 2003; Moon et al., 2011), los
productos que pueden obtenerse y derivarse de la madera dependen de su composicién quimica.

Dendropanax arboreus es una especie de madera cuyo potencial ain no se ha explorado en su totalidad, es
una especie perteneciente a la familia de las Araliaceae, se encuentra ampliamente distribuida en la zona tropical de
México desde el sur de Tamaulipas y este de San Luis Potosi hasta Chiapas y la Peninsula de Yucatan. El arbol crece
hasta una altura de 14 a 25 m, con una copa abierta, irregular a redondeada y densa. El tronco del arbol es pardo
amarillento a pardo grisacea y recto, se utiliza en artesanias, juguetes, articulos torneados, esculpidos y tallados, es una
especie maderable con posibilidades comerciales. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el contenido
de holocelulosa, a-celulosa, hemicelulosa y extractivos en etanol-benceno, etanol y agua de Dendropanax arboreus
para determinar sus areas potenciales de utilizacién.

Metodologia

Procesamiento de muestras

Se colectaron 6 muestras de la madera de Dendropanax arboreus provenientes de Selva alta perennifolia del
municipio de Hueytamalco en el Estado de Puebla. Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Materiales

! Flora Apolinar Hidalgo MPB es investigadora del Campo Experimental San Martinito, Puebla, del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). apolinar.flora@inifap.gob.mx (autor corresponsal)
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Lignocelulésicos del Campo Experimental San Martinito que pertenece al INIFAP, primeramente, las muestras se
cepillaron en un canteador eléctrico mizutti para obtener la viruta, la cual se sec6 a temperatura ambiente,
posteriormente fue molido en un molino tipo Thomas Wiley. El material molido se tamizd en mallas del No. 40 (0.42
mm) y del No. 60 (0.25 mm), el material retenido en la malla 60 se utiliz6 para realizar las determinaciones de
holocelulosa, a-celulosa, hemicelulosa y extractivos, se realizaron cuatro repeticiones por muestra.

Determinacion de extractivos

Para determinar los extractos se utilizé la norma TAPPI 204(TAPPI, 2007), que consistié en pesar 4 g de
madera molida anhidrida en un dedal de extraccién, que se colocaron en un sistema de extraccion Soxhlet a reflujo
por un tiempo de 8 horas con 250 ml de solvente de etanol-benceno (1-2 v/v), después se procedié a lavarlo a vacio
con etanol para quitarle los residuos de benceno, posteriormente se extrajo con 250 ml de etanol al 96% por 6 horas,
seguidamente se lavo con agua para retirarle los residuos de etanol y finalmente se realiz6 una extraccion con 250 mi

de agua destilada por 6 horas, las muestras fueron secadas en una estufa a 105 °C para su pesado. El contenido de

. . . .. We-Wb
extractos se calculd con la siguiente expresion: Extractos (%):zv—p *100

Donde;

We= Peso anhidrido del extracto, g.
Wp=Peso anhidrido de la muestra, g.
Whb=Peso anhidrido del residuo en blanco, g

Determinacion de holocelulosa

El método para la determinacion de holocelulosa se basé en la accién de clorito de sodio y acido acético en
base a la norma ASTM (D1104), se pesaron 2.5 g de madera libre de extractos en matrazaces Erlenmeyer de 250 ml,
enseguida se le adiciono 80 ml de agua destilada caliente, 0.5 ml de acido acetico y 1 g de clorito de sodio, los matraces
con la muestra se colocaron en un bafio de agua a 75 + 5 °C durante 1 hora, despues de la hora se le afiadio otravez 0.5
ml de acido acetico y 1 g de clorito de sodio, este procedimiento se repitio por 2 veces mas hasta completar un total de
4 horas, al final de la cuarta hora se enfrio las muestras en un recipiente con agua fria debajo de 10 °C. Posteriomente
el contenido del matraz de reaccion se paso sobre un crisol de filtrado previamente pesado. Las muestras se lavaron
con agua destilada hasta que el color amarillo y el olor a dioxido de cloro desaparecio, enseguida se lavo con 150 ml
de etanol y acetona. Finalmene se seco en una estufa a 40 °C, el contenido de la holocelulosa se calcul6 con la siguiente
expresion:

Holocelul %)= Peso anhidrido del residuo £100
OOCEIO8a L) beso anhidrido de la muestra

Determinacion a-celulosa

Para la determinacién de a-celulosa se utilizé la norma ASTM (D1103), se pesaron 2 g de holocelulosa
anhidrida y se colocaron en un vaso de precipitado de 250 ml, a la muestra se le agrego 10 ml de solucién de NaOH
al 17.5% , se macero la holocelulosa con una barra de cristal hasta que las particulas se separaron una de las otra,
después de que la muestra se le adicionara la primera porcion de la solucién de NaOH al 17.5%, en intervalos de 5
minutos se agregd 5 ml hasta completar la adicion de 25 ml de la solucion de NaOH al 17.5%, posteriormente se dejé
reposar en un bafio de agua a 20 °C por 30 minutos, después se le agrego 33 ml de agua destilada y se permiti6 reposar
por una hora antes de su filtrado. Para el lavado, el residuo de la holocelulosa se transfirié a un crisol de filtrado de
peso conocido y se lavé con 100 ml de NaOH al 8.3%. Subsiguientemente se enjuago con agua destilada y después se
le agrego 15 ml de acido acético al 10% y se dejo reposar por 3 minutos, enseguida se volvid a lavar con 250 ml de
agua destilada para retirarle el residuo del &cido acético y finalmente se secd el crisol con la muestra en una estufa a
105 °C. El contenido de lignina se calculé con la siguiente expresion:

Celulosa(%)= Peso anhidrido de residuo de celulosa £100
o eosatye)” Peso anhidrido de la muestra holocelulosa

Determinacién de hemicelulosa
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La determinacion de la hemicelulosa se calculé como la diferencia del contenido de holocelulosa y
a-celulosa. Los datos obtenidos se les realiz6 un anélisis de varianza (ANOVA) seguido de una comparacion mdltiple
de medias con el procedimiento de Tukey (a = 0.05) con el estadistico SAS (2000).

Resultados

Los resultados obtenidos mostraron que existe diferencias significativas (p < 0.05) entre las determinaciones
de holocelulosa, a-celulosa, hemicelulosa y extractos entre las 6 muestras de Dendropanax arboreus. En los resultados
de holocelulosa se encontr6 que la muestras A13 y A14 son las de mayor contenido con valores de 76.48 %y 76.25 %
respectivamente y la de menor valor la muestra A16 con un contenido de 71.96 %, con respecto a las a- celulosa la
muestra A13 es la de mayor contenido con 42.47 %y la de menor la muestra A16 con un valor de 37.54 %y para la
hemicelulosa se encontré que la muestra Al4 es la de mayor contenido con un valor de 34.77 % y la menor contenido
es la muestra A1l con 32.45 % (Tabla 1). Los valores reportados fueron calculados en base al peso anhidrido.

Muestras * Holocelulosa % * a- Celulosa% *Hemicelulosa%
All 73.56 b 41.10b 32.45e
Al3 76.48 a 42.44 a 34.03d
Al4 76.25a 41.47b 34.77 a
Al5 72.68c 38.55¢ 34.13 cd
Al6 71.96 d 37.54d 34.41 bc
Al7 73.57b 38.84 ¢ 34.72 ab

Tabla 1. Componentes quimicos principales de Dendropanax arboreus
* Con base al peso anhidro
+ Valores con la misma letra indican que no son significativamente diferentes (p < 0.05)

Los valores de holocelulosa en este estudio fueron 71.96 % a 76.48 % estos valores estan en el rango que
reporto Wei et al. (2022) para Dalbergia Oliveri con valores de 71.81% a 80.35 % y Ruiz et al. (2019) de 5 especies
latifoliadas con valores de 74.05 % a 79.54 % y son menores a los reportados por Honorato et al. (2015) para Ceiba
pentandra, Hevea brasiliensis y Ochroma pyramidale con valores de 79.08 % a 81.99%. Con respecto a- celulosa los
valores encontrados fueron de 37.54 % a 42.44 % estos valores son menores a los reportados por Ruiz et al. (2019)
(59.11% a 66.31%), Leal et al. (2011) (51.72 %) para Eucalyptus grandis y Cardenas et al. (2018) (51.85 % y 56.56
%) para Alnus spp y Quercus spp respectivamente y respecto a los resultados de hemicelulosa los valores fueron de
32.45 % a 34.77 % estos valores son mayores a los reportados por Ruiz et al. (2019) (12.31 % a 20.96 %) y Leal et al.
(2011) (20.29 %).

Los resultados en etanol-benceno se encontré que la muestra A17 es mayor con un valor de 3.36 % vy las de
menor contenido las muestras A13 y Al4 con valores de 2.56 % y 2.58 % respectivamente, en etanol la muestra A16
es la que sobresale de los deméas con un contenido de 1.06 % y el resto son similares entre ellos, en lo que respecta a
los extractos en Agua la muestra A16 es la de mayor contenido con un valor de 4.43% y con relacion a los extractos
totales la muestra A16 es la de mayor contenido con un valor de 8.42 % y la de menor las muestras A13 y A14 con
valores de 5.53 % y 5.64 % respectivamente. Tabla 2

Etanol-benceno Etanol % Agua Extractos totales
Muestras % % %
All 3.08b 0.83b 3.22Db 7.14b
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Al3 2.56d 0.83b 2.13d 553¢c
Al4 2.58 cd 0.72b 2.33cd 5.64c
Al5 3.12ab 0.78b 2.78 bc 6.69b
Al6 2.92 bc 1.06 a 4.43 a 8.42 a
Al7 3.36 a 0.71b 2.99b 7.06b

Tabla 2. Extractivos de Dendropanax arboreus
* Con base al peso anhidro
+ Valores con la misma letra indican que no son significativamente diferentes (p < 0.05)

Los valores encontrados de etanol-benceno fueron de 2.35 % a 3.36 % estos valores estan en el rango que
reporto Honorato et al. (2015) para tres especies tropicales (2.29 % a 3.23 %) y mayores a los reportados por Leal et
al. (2011) (1.1 %) para Eucalyptus grandis. En lo que respecta a etanol los valores encontrados fueron 0.71 % a 1.06
% estos valores son menores a los reportados por Miranda et al. (2017) para Quercus faginea (2.6 % a 13.2 %) y por
Chemetowa et al. (2020) que reporto para Acacia melanoxlon (3.7% a 6 %). Para los valores de agua los resultados
fueron de 2.13 % a 4.43 % estos valores estan en el rango reportado por Chemetowa et al. (2020) (2.2% a 2.3 %) y
mayores a los reportados por Miranda et al. (2017) (4.3% a 6.4 %) y para los extractos totales los valores fueron 5.53
% a 8.42 % estos valores estan en el rango reportado por Honorato et al. (2015) (4.64 % a 8.31 %) y Costa et al. (2019)
que reporto para Quercus spp (5.6 %).

Conclusiones

Dendropanax arboreus ha proporcionado informacién sobre su composicion quimica con valores 71.96 % a
76.48 % para holocelulosa, 37.54 % a 42.44 % para a- celulosa, 32.45 % a 34.77 % para hemicelulosa, 5.53 % a 8.42
% para extractos totales, en base a estos hallazgos se pueden decir, que existe variabilidad en la composicién quimica
de la madera estudiada y que se pueden obtener productos quimicos en base a su composicion quimica.

Recomendaciones

Se recomienda caracterizar los tipos de extractos que contiene y los porcentajes que representan en la madera
Dendropanax arboreus, y seguir caracterizando a la especie para determinar su calidad como madera.
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Estudio de la Presencia de Antibioticos Aminoglucdsidos por Método
Inmunoquimico en Aguas Residuales de Origen Municipal

Dra .Norma Angélica Chavez Velal, Dr. Juan Jauregui Rincén?, M.C. Gpe. Javier Araiza Arvilla®, Dra. Iliana
Ernestina Medina Ramirez # y Lic. Biotec. Angelina Lizbeth Montariez Flores®

Resumen— Los contaminantes emergentes son contaminantes no reconocidos como tales y por tanto no hay sobre ellos un sistema
de control. Su principal fuente de entrada al medio es a través de aguas residuales y efluentes provenientes de plantas depuradoras
que no estan disefiadas para tratar este tipo de sustancias. Los antibiéticos aminoglucosidos, son CE utilizados ampliamente y son
altamente ototdxicos, nefrotéxicos y pueden generar resistencia a bacterias. Métodos para detectar antibiéticos en aguas residuales
utilizan equipos costosos, requieren cuidados especiales y requieren varias horas de analisis por muestra. En base a lo anterior, en
este proyecto se desarroll6 y aplicd un sistema a base de anticuerpos para detectar rapidamente y con alta sensibilidad la presencia
aminoglucosidos en agua residual de origen municipal, pudiéndose detectar estos en aguas residuales de plantas de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) de origen municipal de diversas comunidades, colonias y fraccionamientos del Estado de Aguascalientes.

Palabras clave— aminoglic6sidos, agua residual, anticuerpos policlonales, Dot blot, sistema ELISA.

Introduccion

En la actualidad la contaminacidn es un problema que concierne a todos, esta se puede ocasionar por el cumulo
de agentes quimicos o fisicos que generan una alteracion en la flora y fauna de una zona determinada (OMS, 2017).
Existen contaminantes que por su uso cotidiano fueron ignorados y que con el pasar de afios se fueron acumulando y
se les conoce como contaminantes emergentes (CESs), pues son un nuevo grupo de agentes que generan cambios por
su alta concentracion en el medio ambiente en este nuevo grupo entran (los jabones, desodorante, farmacos, drogas).

De todos los contaminantes emergentes, los que probablemente suscitan mayor preocupacion y estudio en los
Gltimos afios son los farmacos y, en particular, los antibioticos, los cuales se utilizan para el tratamiento de
enfermedades bacterianas tanto de animales como del hombre. Al ser metabolizados incompletamente llegan a las
aguas residuales a traves de heces fecales, orina. Asi pues, la principal fuente de entrada de estos CEs son las aguas
residuales que en ocasiones son vertidas directamente en cuerpos de agua provocando contaminacién ambiental. ya
gue de estos existe una escasa o0 nula eliminacién en plantas de tratamiento de agua residual, ante lo cual existe el
riesgo de generar cepas bacterianas resistentes ante estos farmacos (Barcel6 et al., 2008: Ventola, 2015 ).

Entre los antibi6ticos més prescritos en medicina humana destacan los aminoglucésidos, los macrélidos, y los
B-lactamicos. Los antibidticos aminoglucosidos son de los que més se utilizan para infecciones de bacilos aerobios
gram negativos, a pesar de sus efectos toxicos sobre oido y rifidn. Su exitoso y continuo uso se atribuye a factores tales
como: répido efecto bactericida, sinergismo con beta-lactdmicos, baja resistencia y bajo costo, ademas, se utilizan
ampliamente en la agricultura para tratar semillas contra virus y bacterias (Melendez et al. 2020).

Existen diversos métodos de deteccion para los CEs, entre ellos estan los inmunoensayos que son técnicas
sensibles y especificas que detectan a moléculas mediante anticuerpos, las ventajas de estas técnicas es que son facil
de realizar y a bajo costo comparada con otros métodos como HPLC, GC-MS o LC-MS. Debido a lo anterior, este
trabajo se enfocé en el desarrollo de un inmunoensayo capaz de reconocer y cuantificar antibioticos aminoglicsésidos
en muestras de agua residual, previo y posterior a su tratamiento (Pefia-Alvarez & Castillo-Alanis, 2015; Wong et al,
2020).
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Metodologia
Muestras:
Se trabajo con anticuerpo policlonales anti-estreptomicina (anti-STRP) (obtenidos previamente de la
inmunizacion con STRP acoplada a la proteina hemocianina de lapa californiana -KLH-).
Los anticuerpos se usaron para detectar antibioticos aminoglucésidos mediante Dot blot y por sistema ELISA
en influentes y efluentes de aguas residuales de origen municipal del Estado de Aguascalientes.

Reactividad de anticuerpos policlonales anti-estreptomicina:

Para demostrar la reactividad de los anticuerpos frente a antibi6ticos aminoglicdsidos, se realizaron Dot blot
frente a diversos antibi6ticos de este grupo. Para desarrollar la técnica se emplearon membranas de nitrocelulosa
(Whatman™, PROTRAN BA 85 Nitrocellulose) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania).2 pl (1x2) (600 pug/ul) de cada
antibiético de este grupo (c/u por separado (estreptomicina, neomicina, kanamicina, paramomicina). Después de un
blogueo de la membrana con leche 5%, se incub6 la membrana por 1 h con anticuerpos policlonales a probar anti-
STRP (dilucion 1:2500). Posterior a esto, la membrana se incub6 con anti-1gG de conejo (dilucién 1:5000) el cual tenia
unida fosfatasa alcalina (Zymed, San Francisco, EUA). Como sustrato de la enzima, se utiliz6 BCIP/NBT con el cual
se obtiene un color violeta como producto de la reaccion. Se usé agua destilada como control negativo.

Especificidad:

Para verificar la especificidad, se realizé la prueba Dot blot con los anticuerpos anti-STRP, siguiendo el
protocolo descrito anteriormente. Se ensayaron antibiéticos pertenecientes a diversas familias de antibiéticos que no
fueran aminoglucdsidos (cefalexina, claritromicina, ciprofloxacina, amoxicilina), asi como otros farmacos
(metisopronol). Como control negativo se utilizd agua residual sin antibiéticos aminoglucosidos; para obtener esta, a
una muestra de agua residual se le ajusté pH =2 con HCI 4 N y se calentd 15 min a ebullicién y posterior neutralizacion
a pH=7.0 con NAOH (Rodriguez-Alvarez, 2002).

Deteccion de antibidticos aminoglucésidos en aguas residuales:
Mediante Dot blot se analizaron muestras de aguas residuales (influente y efluente) tomadas de plantas
tratadoras de Aguascalientes con los dos tipos de anticuerpos policlonales que se tenian: anti-STRP (dilucién 1:2500).

Desarrollo de ELISA para detectar antibidticos aminoglucosidos:

Los anticuerpos anti-STRP puros se conjugaron con un éster de la biotina utilizando el compuesto denominado
sulfo-N-hidroxi-succinimida biotinamido caproato (BAC-Sulfo-NHS). Para esto se utilizé el estuche comercial
ImmunoprobeTM Biotinylation (Sigma-Aldrich). Posteriormente se separaron los anticuerpos biotinilados de los que
no reaccionaron por un proceso de filtracion rapida en el que se utiliz6 una columna de filtracién en gel empaquetada
con Sephadex. Con los anticuerpos anti-STRP biotinilados se desarrollé un sistema ELISA tipo sandwich utilizando
el sistema de amplificacion biotina-ExtrAvidina, donde la ExtrAvidina se encontraba marcada con peroxidasa de
rdbano. En esta técnica desarrollada, anticuerpos anti-STRP sin marcar, actuaron como anticuerpos de captura del
antigeno problema (STR). Los antigenos fueron reconocidos por los mismos anticuerpos conjugados con la biotina y
el complejo formado se detect6 con el conjugado de ExtrAvidina/peroxidasa®.

La validacion del sistema ELISA se realizd segin parametros propuestos por ICH Harmonised Tripartite
Guideline Q2 (R1) (2015): precision, exactitud, reproducibilidad, limite de deteccion y especificidad.

Curva de Calibracién: Se prepard una curva estdndar mediante anélisis de muestras de agua residual sin
antibidticos aminoglucdsidos, a las que se afiadieronn concentraciones conocidas de Strp (0.0%, 0.10%, 0.5%, 1.0%,
2.5%, 5.0 %, 10,0%, 15 y 20% p/v). Cada concentracién se analizé por triplicado, durante 3 dias consecutivos.

Precisién: se analizaron muestras de agua adulterada artificialmente con STRP. Se compararon los valores
obtenidos y los esperados, se obtuvo la desviacion estandar (DS) y el coeficiente de variacion (CV) que se esperaba
fuera menor o igual a 15.

Exactitud: Se realizo la prueba de t de Student a los valores obtenidos en la prueba de precision.

Reproducibilidad: son los resultados de analisis de muestras de agua adulteradas con STRP artificialmente
con un 10% STRP. Las mediciones las hicieron dos analistas diferentes en 9 dias diferentes y analizadas por ANOVA

Limite de deteccidn (LD) y cuantificacion (LC): se aplico la férmula: LD =3.3 SD/S y LC =10 SD/ S donde
SD = desviacion estandar de la respuesta obtenida (concentracion) de un blanco (muestras sin SQ) y S es igual a la
pendiente de la curva de calibracién.

Especificidad: se analizaron 10 muestras de agua residual por triplicado sin antibi6ticos aminoglucosidos. El
resultado esperado es que no hubiese reaccion por parte de los anticuerpos.
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Deteccion de antibidticos aminoglucésidos en agua residual por el sistema ELISA.

Se llevo a cabo la determinacion cuantitativa de aminoglucosidos (estreptomicina) en muestras de agua
residual de fuentes diversas mediante el sistema ELISA descrito con anterioridad. Las muestras analizadas fueron
tomadas de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) de origen municipal de diversas comunidades, colonias
y fraccionamientos; asi mismos una de un parque industrial (PIVA)y de dos presas que reciben aguas residuales
tratadas de origen municipal. Todo esto en siete municipios del Estado de Aguascalientes, los cuales se muestran en la
tabla 2. Las muestras se pusieron en bolsas estériles para toma de muestras biolégicas. Las muestras tomadas para su
traslado a laboratorio se conservaron a temperatura menor o igual a 4°C y se procesaron inmediatamente después de
la toma de muestra.

Resultados y discusion

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y aplicar un método a base de anticuerpos para detectar rapidamente
y con alta sensibilidad la presencia aminoglucésidos en agua residual de origen municipal, para ello, se emplearon
anticuerpos policlonales anti-STRP dado que la opcion de epitopos a los cuales puede unirse el anticuerpo es diversa,
ya que estos forman una mezcla heterogénea de anticuerpos que reconocen humerosos epitopos sobre un solo antigeno
(Rosenberg, 2006), a pesar de las condiciones a las que sea sometido el medio en el cual se encuentra presente el
antigeno, en este caso a cambios de pH, temperatura, contaminantes, entre otras, ocasionando cambios quimicos y en
la estructura de los epitopos,

Reactividad y especificidad de los antiuerpos anti-STRP

Se comprobo la especificidad de los anticuerpos anti-STRP frente a antibi6ticos aminoglucésidos, lo cual se
observaen lafigura 1, ya que los anticuerpos dieron reaccién positiva con los antibidticos de este grupo y no se presentd
reaccién con antibioticos de otras familias o con otros farmacos.

Aminoglucoésidos No aminoglucoésidos
E ) ; |
N | I:? 5 [ ‘l
| ' . P J , L
a b c d e f g h control (-)

Figura 1: Dot blot para ver reactividad y especificidad de anticuerpos policlonales anti-Strp de se usaron diferentes
antibiéticos aminoglucosidos (a) estreptomicina, (b) Neomicina, (c) kanamicina, (d) paromomicina. Se usaron
farmacos de otras familias (e) claritromicina, (f) metisoprinol, (g) clindamicinay (h) ciprofloxacina dilucién del primer
anticuerpo (1gG anti-STRP) 1:1,000, Dilucién del segundo anticuerpo (anti-1gG de conejo) 1:5,000.

El que los anticuerpos anti-STRP reaccionaran con otros antibiéticos aminoglucdsidos se ve justificado por
el hecho de que, al pertenecer a la misma familia, éstos poseen estructuras muy similares y por lo tanto comparten
epitopos que fueron capaces de ser detectados por los anticuerpos policlonales que se tenian.

Mediante Dot blot realizado a muestras de agua PTAR del Estado de Aguascalientes, se observo que los
anticuerpos anti-STRP, detectaron presencia de antibiéticos aminoglucésidos en influentes y efluentes en las muestras
de aguas de diferentes PTAR. (Tabla 1).
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Tabla 1. Dot blot de aguas de PTAR del Estado de Aguascalientes con anticuerpos policlonales anti-STRP
(dilucién1:2500)

Lo anterior confirma la presencia de contaminacion por antibiéticos aminoglucdsidos en las aguas de PTAR
y se comprueba que las condiciones de estas muestras de agua (contaminantes, temperatura, pH), no afecta la
reactividad de los anticuerpos. Las influentes se marcaron con mayor intensidad (la intensidad correlaciona con la
concentracion). Las aguas influentes son el flujo de entrada y los efluentes de salida. Es importante mencionar que no
se puede afirmar que esto sea porque hubo una degradacion o remocién del farmaco por el tratamiento de aguas, puesto
que la toma de muestras de influente y efluente de cada PTAR se tomaron el mismo dia, y en las PTARs para poder
remover los contaminantes del agua debe de haber un tiempo de residencia de varios dias, que depende de cada PTAR,
de manera que el efluente analizado no corresponde al mismo influente monitoreado

Deteccion mediante sistema ELISA de antibi6ticos aminoglucésidos, en aguas residuales:

El método detect6 antibidticos aminoglucdsidos y tuvo una sensibilidad de 1 pg/ul de STR, el tiempo de
analisis fue de 3.5 h. El sistema ELISA desarrollado result6 ser preciso (se tuvo un CV = 0.057 <,15) El sistema
también fue especifico sélo para antibiéticos aminoglucdsidos. Este inmunoensayo también fue exacto y reproducible.

En la deteccion de antibidticos aminoglucésidos, se encontraron concentraciones desde 0.5 pg/ml hasta 13
pa/ml en los influentes de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), lo cual se aprecia en la figura 2. La
mayoria de los influentes de las PTAR tuvieron una concentracién de 4-6 pg/ml de este tipo de antibiéticos. Se observé
que la cantidad de los antibiéticos aminoglucdsidos disminuye en todos los casos en los efluentes, pero sigue presente
en estos; las concentraciones que se detectaron en la mayoria de estos fueron de 1-3 pg/ml, con excepcion de la PTAR
del Cedazo en la que el efluente tuvo una concentracion de 6 pg/ml. En el caso de las presas analizadas la concentracién
de aminoglucésidos fue menor (0.25 y 0.3 pg/ml) en comparacion con la PTAR. Los datos que se presentan son el
promedio de muestras analizadas por triplicado.
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Figura 2. Deteccion mediante sistema ELISA de aminoglucésidos en aguas de plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) de origen municipal del Estado de Aguascalientes y de presas.

Conclusiones

Es crucial la deteccidn constante de antibidticos en las aguas residuales, para asi buscar el desarrollo de nuevas
estrategias de consumo, descarga, disposicion y eliminacién para los antibiéticos, todo lo anterior con la finalidad de
disminuir los efectos futuros en el medio ambiente.

En el presente trabajo se logrd usar anticuerpos anti-STRP para la deteccion de antibi6ticos aminoglucésidos
comprobando su reactividad con el uso del método de dot blot. Mediante un sistema ELISA tipo sandiwch se pidieron
cuantificar antibiéticos aminoglucésidos en muestras de agua residuales de diferentes PTAR. Este sistema desarrollado
podria ser empleado como método de deteccidn y cuantificacion de antibiéticos aminoglucésidos presentes en muestras
de agua residual, previo y posterior a su tratamiento, con el fin de alcanzar su futura regulacion.
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Estandarizacion de los Modelos de Diabetes Mellitus Tipo 1y Tipo 2
Inducidos con Aloxano en Ratones Albinos CD1

PQFB Elian Garcia Macedas?, Dr. en C. Honorio Torres Aguilar?, Dr. en C. Fernando Mejia Zarate3, Dr. en C.
Francisco Emanuel Velasquez Hernandez*, M. en C Antonio Canseco Urhieta®, Dr. en. C. Arturo Zapién Martinez®,
©Dra. en C. lvonne Arisbeth Diaz Santiago’

Resumen— EI objetivo de la presente investigaciéon fue estandarizar un modelo de Diabetes Mellitus (DM) en ratones CD1
implementando aloxano, farmaco selectivo que destruye las células productoras de insulina generando hiperglucemia. Se utilizaron
15 ratones de 8 a 10 semanas de edad; a 5 ratones se les administré una solucién buffer (Control), 5 ratones fueron tratados con
una dosis de aloxano de 200 mg/kg (Grupo DM1) y 5 ratones con dosis de 160 mg/kg con modificacion de la dieta (Grupo DM2).
Los animales inducidos a DM generaron hiperglucemia a partir de las 48 h, 343 £ 82.77 mg/dL para DM1 (p<0.005) y 543.2 =
15.2 mg/dL para DM2 (p<0.005). La concentracién de hemoglobina glicosilada fue de 3.2 % en el control, 5.1 % para el grupo
DM1 y 6.1 % para el grupo DM2 (p<0.005). Los grupos diabéticos mantuvieron el estado hiperglucémico durante 2 meses,
manifestaron polidipsia, caquexia, glucosuria y poliuria.

Palabras clave—Diabetes, Hiperglucemia, Aloxano, Triglicéridos, Hemoglobina glicosilada.

Introduccion

La DM es una de las enfermedades més prevalecientes, se caracteriza por un descontrol en los niveles
glucémicos y es consecuencia de muchas patologias y agravamientos de enfermedades cardiovasculares, nefropatia
diabética, neuropatia diabética, retinopatia diabética, cetoacidosis diabética y pie diabético (American Diabetes
Association, 2014). La falta de actividad fisica, una implementacién de una dieta desfavorable para la salud es de las
primeras causas de este problema. La DM se clasifica en Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1), por destruccién autoinmune
de las células B de los islotes pancraticos y Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) por resistencia a la insulina. En ambas
categorias se manifiesta una alteracion en la secrecién de insulina (American Diabetes Association, 2016).

Antecedentes

La falta de cultura de una dieta saludable y actividad fisica promueven el sobrepeso y obesidad, factores
predisponentes que contribuyen al incremento de personas enfermas de DM. En México la DM es una de las
principales causas de muerte, con una prevalencia del 9.4 % (Mora, 2014). La Federacién Internacional de Diabetes
(FID) determind que en el 2019 al menos 463 millones de personas padecian de DM (Federacion Internacional de
Diabetes, 2019).

1 Elian Garcia Macedas es pasante de la licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo, egresado de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Auténoma “Benito Juarez” de Oaxaca. México. garciamacedas2000@gmail.com
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La implementacion de modelos experimentales para el estudio de las complicaciones diabéticas ha permitido
entender causas y consecuencias, ayuda en el diagndéstico y fortalece el avance de tratamientos para el control de este
sindrome metabolico. Autores (Figueroa et al. 2013, Inocente et al. 2015, Justil et al. 2015 y Sosa et al. 2021) han
implementado dosis de entre 100 mg/kg a 200 mg/kg para logara un efecto citotéxico e inducir a DM.

Metodologia
Animales de experimentacion
Se utilizaron 15 ratones macho de 8 a 10 semanas de edad, con un peso mayor a 25 g.
Tratamiento

A 5 ratones se les administr6 0.30 mL de una solucién buffer de citrato pH=4.5 (Grupo Control). 5 ratones
se indujeron a DM1 mediante la administracion i.p. de 200 mg/kg de aloxano (Grupo DM1) y 5 ratones fueron
inducidos a DM2 mediante la administracion i.p. de 160 mg/kg de aloxano y una implementacion de dieta
hipercal6rica que consistia en solucién de sacarosa al 10 % y una dieta modificada con pellets enriquecidos con
carbohidratos y grasa (Grupo DM2).

Cuantificacion de glucosa

Se determind mediante un glucémetro de la marca ACCU-CHEK Active. La primera medicién de glucosa
se realizo antes de la aplicacion del aloxano (0 h) y posterior a la aplicacion del aloxano (2, 6, 12, 24y 48 h, hasta los
15, 30 y 60 dias).

Cuantificacion del peso corporal

Se determind a partir del dia 0 antes de la administracion del aloxano y posterior a la administracion cada 15
dias durante 2 meses.

Muestra sanguinea para realizacion de pruebas de laboratorio (glucosa, triglicéridos, hemoglobina glicosilada)

La recoleccién de muestra sanguinea se obtuvo de la vena caudal. Se utilizé tubo amarillo con gel separador
para pruebas de glucosa y triglicéridos, el tubo lila con EDTA se utilizo para determinar pruebas de hemoglobina
glicosilada. La determinacion de hemoglobina y triglicéridos se realizé a los 2 meses.

Muestras urinarias para realizacion de pruebas quimicas en orina (Glucosa, proteinas y cetonas)

La recoleccion de muestra de orina se obtuvo mediante el proceso biol6gico de miccidn y se resguard6 en
tubos eppendorf. Se tomé una porcién de la muestra y se colocd una pequefia gota sobre las &reas reactivas para
glucosa, cetonas y proteinas.

Curva de tolerancia oral a la glucosa

Se realizd a los 3 meses después del efecto diabetogénico mediante la administraciéon oral de 3g/kg de
dextrosa. Se realizaron mediciones previo a la administracion de la dextrosa y posteriormente cada 30 min durante
150 min.

Resultados
Cuantificacion de glucosa

La Figura 1 muestra el comportamiento de los niveles glucémicos. Los grupos DM1 y DM2 manifestaron
hiperglucemia a partir de las 6 horas con una media de 77.2 £ 4.5 mg/dL para DM1y 55 + 2.1 mg/dL para DM2. A
partir de las 12 horas presentaron glucemias por encima de los controles 204 + 89.26 mg/dL para DM1y 195 + 68.36
mg/dL para DM2. Pasando las 48 horas presentaron hiperglucemia con valores que sobrepasaban la media de 250
mg/dL para ser considerados diabéticos. La figura 2 muestra el comportamiento durante los proximos 2 meses, los
grupos diabéticos mantuvieron un estado hiperglucémico estable durante los primeros 30 dias con una media de 346.6
+102.83 mg/dL para DM1y 564.8 + 17.01 mg/dL para DM2. A los 60 dias se manifesto una recuperacion por parte
de los grupos diabéticos con una disminucion de los niveles glucémicos del 51.44 % para DM1 y 59.5% para DM2.
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(h)/Tratamiento de los niveles glucémicos
(mg/dL) de los grupos DM1 (200mg/kg),
grupo DM2 (160 mg/kg) y su control durante
las 48 h del efecto diabetogénico. * p < 0.05
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(h)/Tratamiento de los niveles glucémicos
(mg/dL) de los grupos DM1 (200mg/kg),
grupo DM2 (160 mg/kg) y su control durante
los proximos 2 meses del efecto
diabetogénico. * p < 0.05
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dias, sin embargo, durante los préximos 2 meses no hubo un cambio
significativo en el comportamiento del peso. El grupo DM2
manifestd una pérdida significativa de peso, a los 15 dias
manifestaron una pérdida significativa de 9.9 %, en promedio 3.4 g
corporal, al primer mes tuvieron otra pérdida del 9.7 %, en promedio
peso corporal, a los 2 meses perdieron en promedio 7.6 g que

corresponde al 22.2%.

Figura 3. Comportamiento del peso (g) de los grupos

DM1 (200mg/kg), grupo DM2 (160 mg/kg) y su
efecto

control después de 2 meses del
diabetogénico. * p < 0.05

La Figura 4 muestra la concentracién de
triglicéridos, el grupo control present6 una concentracién promedio de 105.4 + 5.14 mg/dL. El grupo DM1 presentd
valores superiores al control (139.9 + 1.71 mg/dL), sin embargo, la diferencia no es significativa comparandose con

el grupo DM2 (196.9 + 25 mg/dL).
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Figura 4. Concentracion de triglicéridos
(mg/dL) de los grupos DM1 (200mg/kg),
grupo DM2 (160 mg/kg) y su control después
de 2 meses del efecto diabetogénico. * p <
0.05
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La figura 5 muestra la concentracion de hemoglobina glicosilada realizada a los 2 meses. El grupo control
presentd concentraciones estables de 3.2 %. La concentracion para el grupo DM1 fue del 5.1 %, mientras que para el
grupo DM2 fue de 6.1 %. La diferencia de porcentajes entre el grupo DM1 y DM2 esta asociada a la resistencia
diabetogénica por parte del grupo DML1.

Concentraclonde HhA e (Ye)
3
Figura 5. Concentracion de hemoglobina
glicosilada (mg/dL) de los grupos DM1
(200mg/kg), grupo DM2 (160 mg/kg) y su
control después de 2 meses del efecto
diabetogénico. * p < 0.05
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Curva de tolerancia a la glucosa

La figura 6 muestra el comportamiento de los niveles glucémicos en una curva de tolerancia a la glucosa.
Los grupos diabéticos se comportaron intolerantes a la glucosa. 30 min después de la administracion de la dextrosa,
se alcanzaron concentraciones de 437 mg/dL para DM1 y 398 mg/dL para DM2, ambos grupos manifestaron una
recuperacion de los niveles de glucosa a los 150 min. El grupo control no se comport6 intolerante a la glucosa.
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Sl " su control después de 3 meses del efecto
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Secrecion de glucosa en orina

La figura 7 muestra las concentraciones de glucosa secretada en orina en una prueba realizada a 10s 2 meses.
Los pardmetros para el grupo control fueron negativos (0 mg/dL). El grupo DM1 secretd glucosa en orina con una
media de 950 mg/dL, La concentracion de secrecién de glucosa para el grupo DM2 fue de 2000 mg/dL.
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s e grupo DM2 (160 mg/kg) y su control después
5 de 2 meses del efecto diabetogénico. * p <
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Secrecidn de proteinas en orina

La figura 8 muestra las concentraciones de proteinas en orina. EI grupo control no secret6 proteinas en orina.
El grupo DM1 y el grupo DM2 secretaron 15 mg/dL.
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Figura 8. Concentracion de proteinas en orina
(mg/dL) de los grupos DM1 (200mg/kg),
grupo DM2 (160 mg/kg) y su control después
de 2 meses del efecto diabetogénico.
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Secrecién de cetonas en orina

La figura 9 muestra las concentraciones de cetona secretadas en orina. Los grupos diabéticos DM1 y DM2
no secretaron cetonas en orina.
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Figura 9. Concentracion cetonas en orina
(mg/dL) de los grupos DM1 (200mg/kg),
grupo DM2 (160 mg/kg) y su control después
de 2 meses del efecto diabetogénico.
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Anadlisis de resultados

El efecto citotoxico del aloxano provocé destruccion de las membranas de las células 3 y una liberacion
excesiva de insulina, lo que explica el choque hipoglucémico presentado a las 2 horas. A las 48 horas, gran parte de
las células beta del pancreas habrian disminuido manifestando un estado hiperglucémico consecuente de la inhibicién
de sintesis de insulina. Los ratones resistentes al tratamiento presentaron un estado prediabético durante las primeras
48 horas, sin embargo, lograron estabilizar sus niveles glucémicos en los préximos 15 dias. La resistencia
diabetogénica solo se presentd en el grupo DM1 en un 40%. El grupo DM2, a pesar de ser tratado con una dosis mas
baja, fue sometido a un tratamiento con carbohidratos y grasa, de esta manera se contribuyé a la hiperglucemia y se
disminuyé los indices de resistencia diabetogénica. Los grupos diabéticos manifestaron disminucion de los niveles
glucémicos después de 2 meses, acontecimiento que puede indicar una regeneracion por parte de las células beta
pancreéticas, se recomienda realizar histologia del pancreas para cuantificar el nimero de células.

La pérdida de peso es un signo muy comun en personas con DM, esta alteracion se presenta cuando las
células no reciben glucosa. Cuando el organismo presenta resistencia a la insulina o déficit de la misma, la glucosa no
es capaz de pasar a través de la membrana plasmatica de las células para la formacién ATP, a cambio, descomponen
grasa para obtener la energia necesaria. Algunos pacientes que desarrollan DM2 generalmente cursaron por un
sindrome metabdlico de obesidad, a pesar de esto, ya establecida la resistencia a la insulina pueden presentar pérdida
progresiva de peso, tal fue el caso del grupo DM2.

El incremento de los niveles de triglicéridos tuvo un mayor efecto en el grupo DM2 debido a que la
hiperglucemia y resistencia a la insulina activan mecanismos de secrecion de acidos grasos libres de los adipocitos.
La concentracion alta de triglicéridos es consecuente del efecto diabetogénico al incrementar los niveles de glucosa,
asi como la implementacion de una dieta hipercalérica.

Los resultados de hemoglobina glicosilada determinaron que los grupos sometidos a tratamiento con aloxano
desarrollaron DM, sin embargo, fue el grupo DM2 quien manifesté un mayor descontrol de los niveles glucémicos
sobre el grupo DML1. Los resultados de la curva de tolerancia a la glucosa determinaron que el tratamiento con aloxano
genero intolerancia a la glucosa.

Conclusiones
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Las dosis de 200 mg/dL y 160 mg/dL aplicadas a los grupos DM1 y DM2 respectivamente fueron efectivas
para generar un mecanismo de formacién de DM, se redujeron los indices de resistencia al efecto citotoxico del
farmaco y se logré mantener una hiperglucemia mayor a los 250 mg/dL en los préximos 2 meses.

Con la induccion a DM se desarrollaron alteraciones fisiologicas como el aumento de los niveles de
triglicéridos, polidipsia, poliuria, glucosuria, caquexia. No se detecto cetonemia, pero si hubo modificacion del pH y
secrecion de proteinas, lo cual podria indicar inicios de una falla renal.
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Sintesis de a-sililamidas y Evaluacidn in Vitro de su Actividad
Antimicrobiana

QFB. Jonathan Mendoza Guzman?!, M en C. Yared Gutiérrez Pinzén?, Dr. Gilberto Velazquez Juarez®, Dr.
Alfredo Rosas Sanchez*, Dra. Sara Angélica Cortés Llamas®, Dra. Elvia Becerra Martinez®, Dr. José Miguel
Velazquez’, Dra. Morelia Eunice Lépez Reyes®.

Resumen—En este articulo se presentan los resultados de la sintesis y estabilizacion de a-sililamidas, a partir de la
reaccion de sustitucion nucleofilica entre cloruro de trimetilsilano y enolatos de amidas enolizables. Los compuestos
resultantes fueron sometidos a pruebas de actividad antimicrobiana frente a cepas de interés clinico.

Palabras clave— organosilicio, a-sililamidas, amida enolizable, antimicrobiano, pozos en agar.

Introduccion
En la quimica actual existe un gran interés por la sintesis e investigacién de la actividad bioldgica de
moléculas organosililadas. Principalmente en el &rea farmacol6gica por sus propiedades fisicoquimicas y
estructurales. Los compuestos de organasilicio u organosililados, son compuestos organicos que contienen en
su estructura enlaces covalentes entre atomos de carbono y silicio.*

La formacion de enlaces C-Si es muy atractiva, ya que el silicio es el segundo elemento mas abundante en la
corteza terrestre, después del oxigeno. Y sin duda alguna el elemento mas parecido al carbono, difiriendo en
su radio atdmico; 1.71 veces mayor al carbono y una electronegatividad 1.34 veces menor, que hacen que el
silicio forme enlaces de mayor longitud que el carbono y enlaces mas fuertes con otros heteroatomos mas
electronegativos que el carbono, como oxigeno y fltor. Sin embargo, al contrario que el carbono, silicio no es
capaz de formar enlaces multiples haciendo que el enlace C-Si no se forme naturalmente, por ello los
mecanismos biosintéticos que conlleven a su formacion en sistemas vivos ain son desconocidos.

La introduccion de silicio de manera sintética a moléculas orgénicas ha mostrado efectos bioldgicos
interesantes, y en casos particulares este cambio se ha reflejado en un incremento de la relacion dosis-
respuesta en farmacos, respecto a sus analogos de carbono. Surgiendo una nueva area de investigacion
enfocada en el estudio de la quimica, farmacologia y toxicologia de compuestos de organosilicio. Sin
embargo, estas metodologias de sintesis son actualmente muy limitadas. En particular, la obtencion de a-
sililamidas se encuentra limitada a sustituyentes sililo (Me, Et, iPr, Ph), las cuales resultan interesantes por su
potencial uso como precursores de moléculas mas complejas y con posible actividad biologica, las cuales
hasta la fecha no han recibido ningun tipo de evaluacion de actividad biolégica. En este trabajo se establece la
sintesis de una nueva familia de a-sililamidas y la evaluacion de su actividad antimicrobiana.
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Metodologia
Generalidades

La sintesis de los intermediarios y productos finales se llevé a cabo en las instalaciones del laboratorio de
sintesis organica del departamento de quimica, CUCEI. El seguimiento de las reacciones fue monitoreado por
RMN *H de 60 MHz (Anasazi) y cromatografia en capa fina (CCF) utilizando laminas de aluminio revestidas
de silice SIGMA-ALDRICH 60 con indicador fluorescente 243 nm; las fases moviles utilizadas
principalmente fueron las mezclas Hexano-acetato de etilo 80:20 y 90:10. La purificacion de los productos
finales se realiz6 por cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria gel de silice (SIGMA-
ALDRICH malla 70-230) Los puntos de fusion fueron determinados en un Electrothermal MEL-TEMP. La
espectroscopia infrarroja (ATR-IR) se realiz6 en un espectrometro Marca Perkin Elmer Modelo Spectrum
one. La espectrometria de masa de baja resolucién se realiz6 en un cromatdgrafo de gases acoplado a
espectrometro de masas (GC-MS, Marca Agilent5). Los espectros de resonancia magnética nuclear de H y
13C se determinaron en un espectrometro TopSpin 3.6.2 Marca Bruker, (750 MHz para *H y 189 MHz para
13C). Los desplazamientos quimicos () se dan en partes por millén (ppm) usando como referencia interna al
Cloroformo-d (6 = 7.2 ppm).

Etapa 1: Procedimiento general de sintesis de acetamidas

En un matraz redondo de 100 mL se disolvié la amina correspondiente (5.90 mmol) en 5 mL de
diclorometano por cada mmol del reactivo limitante, enseguida se afiadié anhidrido acético (7.27 mmol) a la
mezcla de reaccion, manteniendo en agitacion a temperatura ambiente hasta termind de la reaccién.
Finalizada la reaccion, se tratd a la mezcla con una disolucion saturada de Na,COs, la fase acuosa fue
desechada y la fase orgénica se seco con Na,SO.. Finalmente, se elimind el disolvente a presién reducida para
obtener la acetamida deseada. En caso necesario, el producto se purifico mediante columna cromatografica
flash, utilizando como fase estacionaria gel de silice y como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo
en una proporcién 95:5.

Las amidas enolizables sintetizadas fueron completamente caracterizadas y sus datos espectroscopicos
coinciden con los informados en la literatura.

Etapa 2: Procedimiento general de sintesis de a-sililamidas

En un matraz redondo de 100 mL bajo atmésfera inerte, se disolvié NH(iPr), (22.17 mmol) en THF anhidro
(30 mL); a -78 °C y se adiciond n-BuL.i (22.17 mmol, 2.5 M en hexano). La reaccion se mantuvo en agitacion
durante 30 min a -78 °C. Posteriormente a la misma temperatura fue afiadida lentamente a la amida
correspondiente (7.40 mmol) previamente disuelta en 10 mL de THF anhidro en otro matraz redondo de 100
mL bajo atmosfera inerte y se dejo en agitacién durante 1h. Transcurrido este tiempo, se agregé lentamente

o TMSCI (22.17 mmol) y después de 1h se calentd la mezcla de reaccion a temperatura
>3i\)kN ambiente, quedando en agitacion durante 3h. La mezcla de reaccion fue extraida con 20 mL
H de acetato de etilo, la fase organica se seco sobre sulfato de sodio anhidro y el disolvente fue

evaporado bajo presion reducida. Finalmente, el producto se purificé a través de una columna cromatografica
de gel de silice, utilizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo en una proporcién 95:5.

/@ Datos espectroscopicos

S ‘ N-fenil-2-(trimetilsilil)acetamida (2a): Obtenido como un solido blanco. P.f = 116-117 °C. IR (ATR):

3290, 3024, 2960, 1671 cm™. 'H-RMN (750 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 7.47 (dd, J = 8.0 Hz, 2H,

CH), 7.28 (m, J = 7.7 Hz, 3H, CH), 7.07 (dd, J = 7.4 Hz, 1H, CH), 1.95 (s, J si-n = 59.42 Hz, 2H, CHy), 0.17 (s, J sin

=59.42 Hz, 9H, SiCHz3). *C-RMN (189 MHz, CDCls): § (ppm) = 171.16, 152.10, 147.48, 138.41, 119.27, 114.17, 30.72,
-1.33. ESI-MS m/z (%): 208.1 (54) [M*+1] 192.1 (100) [M*-CHa].

N-fenil-2,2-bis(trimetilsilil)acetamida (3a): Obtenido como un sdlido blanco. P.f = 129-130 °C. IR (ATR): 3288, 3050,
2957, 1633 cm™%. 'H-RMN (750 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.43 (dd, J = 8.3 Hz, 2H, CH), 7.27 (dd, J = 7.8 Hz, 2H, CH),
7.05 (dd, J = 7.4 Hz, 1H, CH), 6.99 (s, 1H, NH), 1.49 (s, J six = 53.26 Hz, 1H, CH), 0.19 (s, J six = 58.94 Hz, 18H,
SiCHs). 13*C-RMN (189 MHz, CDCls): & (ppm) = 172.44, 138.62, 129.00, 123.81, 120.05, 35.02, 0.20. ESI-MS m/z
(%): 280.1 (100) [M*+1] 264.1 (73.8) [M*-CHa].
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N-bencil-2,2-bis(trimetilsilil)acetamida (3b): Obtenido como un sélido blanco. P.f = 100-102 °C. IR (ATR): 3290, 3040,
2960, 1616 cm™. 'H-RMN (750 MHz, CDCls): & (ppm) = 7.29 — 7.18 (m, 5H, CH), 5.43 (s, 1H, NH), 4.33 (d, J n-H =
68.46 Hz, J = 4.3 Hz, 2H, CHy), 1.25 (s, J si:n= 4.05 Hz, 1H, CH), 0.07 (d, J = 3.5 Hz, J sin=59.15 Hz, 18H, SiCHs). $3C-
RMN (189 MHz, CDCls): & (ppm) = 173.54, 139.24, 128.70, 128.13, 127.41, 44.01, 33.43, 0.20. ESI-MS m/z (%):

| O 294.1 (100) [M*+1] 278.1 (77.7) [M*-CHg].
~
_si
si H N-(piridin-2-il)-2-(trimetilsilil)acetamida (2c): Obtenido como un sélido blanco. P.f = 109-110 °C IR
ah (ATR): 3221, 3034, 2960, 1642 cm™. *H-RMN (750 MHz, CDCls): & (ppm) =9.25 (d, J = 20.27 Hz,

1H, NH), 8.66 (d, J = 20.3 Hz, 1H, CH), 8.27 — 8.19 (m, 2H, CH), 7.72 — 7.64 (m, 1H, CH), 7.04 — 6.97
(m, 1H, CH), 1.98 (s, J si-n = 59.90 Hz, 2H, CHz), 0.13 (s, J sin = 59.92 Hz), 9H, SiCH3). 13C-RMN (189 MHz, CDCl3):

| © & (ppm) = 171.26, 152.19, 147.58, 138.50, 119.37, 114.26, 30.82, -1.23. ESI-MS m/z (%): 209.1
;Si%g (100) [M*+1].
N
S
- \I\ N, N-isopropil-2,2-bis(trimetilsilil)acetamida (2e): Obtenido como un sélido blanco. P.f = 153-152
°C IR (ATR): 3296, 3061, 2960, 1616 cm™. 'H-RMN (750 MHz, CDClz): & (ppm) = 4.97 (d, J =

7.8 Hz, 1H, NH), 4.02 (m, J = 8.1, 6.5 Hz, 1H, CH), 1.20 (s, 1H, CH), 1.10 (d, J = 6.7 Hz, 7H,
CHs), 0.12 — 0.07 (5, J i1 = 59.75 Hz, 18H, SiCHs). *C-RMN (189 MHz, CDCl3): & (ppm) = 172.81, 41.55, 33.63,
@ 23.44,0.29. ESI-MS m/z (%): 246.1 (73.3) [M*+1] 230.1 (100) [M*-CHs].
SI\)'L

,N-difenil-2,2-bis(trimetilsilil)acetamida (3d): Obtenido como un solido blanco. P.f = 118-119 °C. IR

(ATR) 3066, 2954, 1642 cmt. 'H-RMN (750 MHz, CDCI3): & (ppm) = 7.53 (t, J = 7.7 Hz, 2H,

CH), 7.41 (m, J = 22.9, 7.7 Hz, 8H, CH), 2.05 (s, J si:n = 56.46, 1H, CH), 0.30 (d, J = 1.5 Hz, J sin =

58.68 Hz, 18H, SiCHs). *C-RMN (189 MHz, CDCls): & (ppm) = 174.19, 144.54, 143.70, 129.63,
129.47,128.86, 127.53, 127.06, 125.74, 29.81, 0.71. ESI-MS m/z (%): 356.2 (100) [M*+1].

N,N-difenil-2-(trimetilsilil)acetamida (3e): Obtenido como un solido blanco. P.f = 49-50 °C. IR (ATR): 3066, 2928, 1658
cmt. tH-RMN (750 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.35-7.23 (M, J = 7.9 Hz, 10H, CH), 2.03 (s, J siv = 59.98 Hz, 2H, CH),
0.12 (s, J sin = 59.18 Hz, 9H, CH3). 3C-RMN (189 MHz, CDCls): & (ppm) = 172.99,144.15, 143.48, 129.44, 129.26,
128.97, 127.39, 126.87, 125.93, 27.42, -0.68. ESI-MS m/z (%): 284.1 (100) [M*+1] 230.1 (45) [M*-CHj].

Etapa 3: Evaluacion de actividad antimicrobiana de a-sililamidas

Las a-sililamidas se probaron para inhibir el crecimiento bacteriano utilizando cuatro cepas: Staphylococcus
aureus Enterococcus faecalis (bacteria Gram+), Salmonella enterica y Serratia marcescens (bacteria Gram).
Se colocardon 5 mL de in6culo de cada cepa bacteriana cultivada en medio Tripticasein Broth (T.S.B.) a 37°C
en una incubadora hasta alcanzaron una densidad 6ptica de 600 nm de 0.5 + 0.02 unidades. Posteriormente, se
inocularon 200 pL de estos cultivos en 25 mL de agar TSB fundido. Este agar se colocd en cajas Petri y se
mantuvo a temperatura ambiente hasta su completa solidificacion. En cada placa se realizaron pocillos de 0.8
cm de didmetro y cada pocillo se llen6 con 50 pL de cada muestra a una concentracion de 200 mg/mL. Como
control positivo, se coloco en el centro 50 pL de kanamicina a 35 pug/mL. Las placas se mantuvieron a 4 °C
durante 16 h para permitir la difusion de las muestras en agar. Después, las placas se incubaron a 37 °C
durante 36 h, y finalmente se midieron los halos de inhibicién observados.*

Discusién de Resultados

Jagessar y Rampersaud (2008) realizaron un estudio de la actividad antimicrobiana de las amidas: p-
bromoacetanilida, acetanilida, nitrobenzamida y benzamida. Utilizando la técnica de sensibilidad a la difusion
en disco de Stokes y el método de vertido en placa descubrieron que todos los compuestos, con excepcién de
la benzamida, exhibieron actividades tanto antibacterianas como antiflingicas.

En este estudio hacemos una comparacion de la actividad antimicrobiana de nuestra serie

o de acetamidas cuando tenemos a silicio como sustituyente Sili_lo (Mes) en posici_c')_n 0, ya

ﬁ)k @ que se ha observado que en otra clase de compuestos la introduccién de silicio ha
resultado un incremento de la actividad biolégica.

Na:
/SI\)LN N
H
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y se comenzo /SiT)K /©

sustituyendo R, por _si N
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Inicialmente

esperabamos la 3e

formacién de una o-

sililamidas como Condiciones: 1 (1 equiv), LDA (3 equiv), TMSCI (3 equiv) en 30 mL de THF
Gnico producto, sin a

embargo, se observd -78 °C.

una doble sustitucion *Se utilizaron 2 equiv de LDA

nucleofilica gue Cuadro 1. Sintesis de a-sililamidas a partir de acetamidas enolizables.

generd la formacion

de una bis-a-sililamida en una proporcion 2:1 siendo el producto mayoritario la a-sililamidas. Este mismo
efecto se observé para la acetamida terciaria 1e pero ahora en una proporcion 5:1 para la formacién de la o-
sililamidas como producto mayoritario. Cabe resaltar que en ambos casos se recuperd parte de materia prima
sin reaccionar (Entrada 1y 5).

Este efecto fue més notorio cuando se tiene como sustituyente R, un grupo bencilo 1b y un grupo isopropilo
1d ya que para ambos solo se observé la formacién de la bis-a-sililamida como Unico producto, con un
rendimiento del 43.9% y 11.7% respectivamente, recuperandose parte de la materia prima y otras impurezas
no identificadas. No obstante, para 1d se esperaba un rendimiento similar como los anteriores por lo cual se
encuentra bajo investigacion para mejorar el rendimiento producto (Entrada 2 y 4).
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En cambio, cuando se introduce un grupo
electrodonador por medio del sustituyente
N-(piridin-2-ilo) 1c solo se observo la
formacién de la a-sililamida como Unico
producto con un rendimiento del 82%. Por
lo que creemos que existe una
estabilizacion a partir de la coordinacion
intramolecular de nitrégeno-silicio que
explicaria este alto rendimiento y
selectividad de la reaccion (Entrada 5).

Basandonos en las  observaciones
anteriores, se propone el siguiente
mecanismo para la formacion de las o-
sililamidas que concuerda con la
estequiometria que se plantea

En general cada equiv. de acetamida se
utilizan 3 equiv. de base y 3 equiv. de
TMSCI (Esquema 1). Mediante una
reaccion de sustitucion nucleofilica entre
el TMSCI vy las diferentes amidas
enolizables en presencia de una base
(LDA). Se piensa que de manera inicial un
equivalente de la base sustrae el hidrogeno
N-sustituido para generar un enolato
intermediario 2a, al cual mediante un
segundo equivalente de la base sustrae el
hidrogeno o  generando un a-
amidocarbanion 3a estabilizado por su
deslocalizacion « e iones litio en el medio
de reaccion. Este a-amidocarbanion se
adiciona  nucleofilicamente  sobre el
TMSCI para generar un enolato de silicio
tipo sililenoléter como intermediario 4.
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Esquema 1. Mecanismo para la formacion de las a-

sililamidas.

Que reacciona con un segundo equivalente de TMSCI al ser el electréfilo més fuerte en el medio, generando
la formacion del enlace C-Si en el intermediario 6. Que a su vez reacciona con otro equivalente de TMSCI
realizando una N-sustitucion estabilizando la molécula 7. Debido a la labilidad del enlace Si-N este enlace se
rompe durante la extraccion (work-up) regenerando la funcién amida y obteniendo el producto 8a.

Probablemente debido la falta de impedimento estérico esta molécula y el exceso de base el intermediario 7
puede seguir reaccionando, y con la base realizando una segunda abstraccion de un proton en posicion a 8b,
ahora estabilizado por el sustituyente sililado 9b. Lo que permite una segunda sustitucion nucleofilica por otro
TMSCI en esta posicién, generando una bis-a-sililamida. La posterior ruptura del enlace Si-N en el work-up,

nos genera el producto 11b.

An

tibiograma pozos en agar

Siguiendo la evaluacién de referencia de Raymond C.Jagessar y Davendra Rampersaud en la cual amidas
como la demostraron efecto actimicrobiano frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.® Las o-
sililamidas se probaron por duplicado para inhibir el crecimiento bacteriano utilizando cuatro cepas:
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis (bacteria Gram+), Escherichia coli y Serratia marcescens
(bacteria Gram). Las a-sililamidas se disolvieron en DMSO estéril a una concentracion de 200 mg/mL y
luego se analizaron en el método de difusion en pozos de agar. En general las a-sililamidas exhibieron
actividad inhibitoria microbiana frente S. aureus con excepcion de 2a'y 2d. Siendo la cepa mas susceptible a
la inhibicion del crecimiento por la a-sililamida 2e. Sin embargo, la bis-a-sililamida 3e no participo en el
estudio debido a su insolubilidad a la concentracion de estudio. Cabe resaltar que aparentemente para la
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Producto

Halo de inhibicién en milimetros

mm)
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Cuadro 2. Evaluacién de actividad antimicrobiana de las a-

sililamidas sintetizadas por pozos en agar.

Pelargonium Peltatum (Geraniaceae). Molecules 2022, 27 (11), 3436.
(5) Jagessar, R. C.; Rampersaud, D. Amides as Antimicrobial Agents. New York Science Journal 2008, 1 (1).
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acetamida le la incorporacion del grupo
sililo se vio reflejado en un aumento en
la medida de su halo de inhibicion. No
obstante, se encuentra bajo
investigacion pruebas alternativas para
formacién de micelas en emulsién
como un sistema de liberacion de los
compuestos antimicrobianos, ya que la
alta concentracion y el medio de
difusién limitaron el alcance de esta
prueba provocando que el experimento
no fuera reproducible.

Las medias de las zonas de inhibicion
generadas por las a-sililamidas contra S.
aureus, E. faecalis, E. coli y S.
marcescens se presentan en el cuadro 2.

Conclusiones

A través de la reaccion de sustitucion
nucleofilica entre cloruro de
trimetilsilano y enolatos de amidas
enolizables fue posible obtener una
serie  de o-sililamidas estables a
condiciones de aire y humedad. La N-
(piridin-2-il)-2-(trimetilsilil)acetamida
(2c), con el sustituyente electrodonador
presento el mayor rendimiento
experimental de reaccion y selectividad
para la formacion o-sililamidas.
Posiblemente fue favorecido por la
presencia del sustituyente
electrodonador para la estabilizacion
del grupo sililo, lo cual seria interesante
su evaluacion en trabajos posteriores,
asi como estudiar la funcionalizacion y
estabilizacién de grupos funcionales
sililados més reactivos que puedan ser
utilizados como andamios para la
formacion moléculas organosililadas
mas complejas.
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Sintesis y Caracterizacion por RMN de 'H y 13C de dos Liquidos I6nicos
de Tipo Vinilimidazolio teniendo como Anién CI [VImC,CI] (x=4y 8)

Dra. Consuelo Mendoza Herreral, Est. Noé Escamilla Gonzélez?, Dra. Laura Orea Flores?, Dr. J. Antonio Rivera
Marquez®.

Resumen—Debido a la necesidad de tener disolventes alternativos en los diversos procesos quimicos que provean seguridad en la
industria quimica, el presente trabajo esta enfocado en la sintesis de dos liquidos i6nicos (LIs) de tipo vinilimidazolio [VImCXxCI]
(X' =4 08) con la finalidad de contribuir con sustitutos de disolventes organicos. Los LlIs de interés fueron sintetizados a través de
reacciones a reflujo bajo N2 (g) por 36 h a 60 °C. Los productos obtenidos fueron purificados por medio de lavados con
CH3COOC:Hs y caracterizados mediante RMN de *H y 13C. Todos los espectros mostraron las sefiales caracteristicas de los LIs en
estudio. Asi mismo, con la finalidad de obtener los LIs en un rendimiento dptimo se realizaron pruebas variando la proporcién del
cloruro correspondiente, obteniendo rendimientos bajos (6 % para [VImC4Cl], 31 % para [VImCsCI]. Esto representa un érea de
estudio para mejorar los rendimientos de estos LIs.

Palabras clave—Liquido i6nico, Reacciones de sintesis, Disolventes orgénicos, Resonancia Magnética Nuclear
Introduccién

La necesidad de crear tecnologias mas sostenibles en los procesos ya existentes ha llevado a encontrar nuevas
rutas dentro de la industria quimica que faciliten algunos procesos como la sintesis orgénica, catalisis, separacion y
purificacion sin implicar altos costes o impacto ambiental. Dadas las altas demandas de productos quimicos, es
inherente encontrar los medios que beneficien la selectividad y rendimiento de las reacciones quimicas, por lo que
dentro de este campo de investigacion se encuentra la aplicacion de liquidos i6nicos (también llamadas sales iénicas)
que sustituyan a los disolventes convencionales como el agua, metanol, acetona u otros compuestos organicos volatiles
al conferirle mejores propiedades fisicoquimicas como lo son una buena estabilidad térmica, bajas presiones de vapor,
buena capacidad para disolver numerosas sustancias, bajo punto de fusion (menor de 100°C) y un atractivo potencial
para ser reutilizado.

A pesar de que el primer liquido idnico fue reportado en el afio de 1914 por el cientifico ruso Paul Walden,
quién lo denominé como “sal fundida”, actualmente sus aplicaciones se han extendido en numerosas industrias como
la farmacéutica, petroquimica y textil en procesos como destilacion extractiva, electrdlisis, limpieza de fluidos,
catalizadores y reacciones de hidrodesulfurizacion e hidrogenacion (Alvarez et al., 2012). Sin embargo, aln es
necesaria una mayor investigacion para determinar el efecto que las variables como temperatura, densidad, viscosidad
y pureza pudieran tener sobre su 6ptimo desempefio a gran escala y estabilidad a diversos procesos; ademas, también
es necesario llevar a cabo més pruebas que contribuyan en el entendimiento sobre su papel en las rutas quimicas dentro
de la catalisis.

Dentro de la literatura, se identifican dos tipos de liquidos idnicos: los liquidos iénicos préticos (PIL, por sus
siglas en inglés) o sales de Bronsted y los liquidos i6nicos apréticos (AIL) o convencionales. La diferencia entre ambas
familias es su forma de obtencion y la organizacién quimica (Borja, 2015), ya que si bien, estan conformados por un
catién organico y un anion que puede ser organico o inorganico. Los cationes mas comunes y estudiados son el colonio,
amonio, fosfino, pirodino y pirrolidino; por su parte, los aniones mas comunes y estudiados son los basados en
hexafluorofosfato (PFs ), tetrafluoroborato (BF4 ), trifluoroacetato (CF; COO ™), haluros (1", Br , CI"), sulfato de
metilo (C,Hs04S ), tosilato (p-CHsCsH4SO3 ) y nitrato (NOs ) (Sharma et al., 2023). Sin embargo, los liquidos
ionicos no se limitan a estos compuestos y las investigaciones con respecto a otros componentes ha ido en aumento.

! La Dra. Consuelo Mendoza Herrera es Profesor-Investigador de la Facultad de Ingenieria Quimica, Benemérita Universidad
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Autoénoma de Puebla, Puebla Pue. maria.orea@correo.buap.mx
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Los liquidos i6nicos se caracterizan por sus diversas aplicaciones entre ellas como sustitutos de los
disolventes organicos debido relnen varias propiedades que aportan grandes ventajas frente a otros disolventes
organicos para que se utilicen como fase liquida en la que efectlian reacciones quimicas en condiciones de operacion,
presion y temperatura, moderadas. No obstante, el aprovechamiento de estas ventajas potenciales para efectuar un
proceso quimico a escala industrial esta sujeto a dos condiciones previas; su capacidad para que pueda realizarse en
este medio la reaccién quimica con resultados comparables a los obtenidos con otros disolventes organicos. La otra
condicion la establece la economia y la proteccion ambiental.

Con base en lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo preparar LIs de tipo vinilimidazolio
[VIMCXCI] (X =4 0 8) con el interés de ampliar las alternativas de disolventes que permitan tener procesos quimicos
en la industria quimica.

Descripcion del Método
En la Tabla 1 se describen los reactivos y disolventes utilizados para el desarrollo de la parte experimental.
Tabla 1: Reactivos y disolventes utilizados en este trabajo

Nombre Férmula Pureza [%] Proveedor
1-vinilimidazolio CsHsN» 99.99 Sigma-Aldrich
Cloruro de butilo C4HqBr 99.99 Sigma-Aldrich
Cloruro de octilo CgHy7Br 99.99 Sigma-Aldrich
Acetato de etilo C4HsO, 99.99 MEYER

Cloroformo deuterado CDCl3 99.99 MEYER
Eter C:HsO 99.99 MEYER

Los espectros de RMN fueron obtenidos a temperatura ambiente utilizando un equipo Bruker 500 MHz,
usando como referencia TMS (6=0). El disolvente utilizado fue cloroformo deuterado (0.03% v/v TMS).

I. Preparacion de los LIs [VIMC4CI] 1y [VImCsCI] 2

La preparacion de los liquidos i6nicos [VIMC4CI] (cloruro de 1-vinil-3-butilimidazolio 1, Figura 1) y
[VIMCsCI] (cloruro de 1-vinil-3-octilimidazolio 2, Figura 2) fue realizada de acuerdo a lo reportado en la literatura
(Guzmén y colaboradores, 2011). El procedimiento se describe a continuacién.

En un matraz de bola de dos bocas bajo atmdsfera de N se afiadié 1-vinilimidazolio (0.05mol) al cloruro de
butilo u octilo (0.055mol, 10% de exceso), la mezcla se calentd a 60°C y se mantuvo en agitacién constante por 36 h,
formandose 3 fases: acuosa, organica y solido. El LI contenido en la fase organica fue separado y purificado a través
de 5 a 7 extracciones sucesivas con acetato de etilo (8x5mL). Finalmente, el liquido i6nico fue secado al vacio a 60°C
por 24h.

/\/\N/\N/\ cl®
\~/

Figura 1: Cloruro de 1-vinil-3-butilimidazolio [VIMmC4CI] 1

P N NG
N@N/\ @

Figura 2: Cloruro de 1-vinil-3-octilimidazolio [VImCsCI] 2
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Cada reaccion fue monitoreada por medio de cromatografia en capa fina utilizando como soporte gel de silice
y como eluyente cloroformo. La caracterizacion de los productos obtenidos fue realizada por medio de la
determinacion del punto de ebullicion y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H y *°C.

Comentarios finales
Resumen de resultados
Se realizaron las reacciones de sintesis de los liquidos idnicos de tipo vinilimidazolio [VImC.CI] 3a y
[VImCsCI] 3b como se muestra en la Figura 3.

/m /A
N /—N N cl
/ \/ /\/\/\/\Cl 3_30&
2b

Figura 3. Reaccidn de sintesis de los LIs [VImC,CI] donde X =4 (3a) y 8 (3b).

A partir de lo anterior fueron obtenidos crudos de reaccion observandose tres fases: la acuosa, organicay un
solido amarillo. Dicha mezcla fue tratada por medio de lavados con acetato de etilo, de donde fue posible separar el
liquido iénico correspondiente [VIMC,4CI] 3a y [VImCsCI] 3b de la fase orgéanica, siendo obtenido como un liquido
ligeramente viscoso de color amarillo claro.

Los Lls aislados fueron identificados por medio de resonancia magnética nuclear (RMN) de *H y 13C.

Con respecto al espectro RMN de *H de 3a (Figura 4), se identifica en 0.95 ppm corresponde a una sefial
triple asignada al CH3 (Ha1) integrando para 3H, posteriormente una sefial sextuple, quintuple y triple en 1.38, 1.92 y
4.39 ppm (Haz2, Has Y Has respectivamente) con una relacion de integrales 2:2:2 y son atribuidas a los grupos -CH; de
la cadena alquilica. En 5.34 y 6.02 ppm se observan dos dobles de dobles correspondientes a los hidrogenos del grupo
-CH del vinilo (Has) con una integral de 1:1. En la zona aromaética se identifican una sefial cuadruple y dos triples en
7.52,7.69 y 8.04 ppm, las cuales se atribuyen a los Has, Ha7 Y Has. Por Gltimo, en 10.93 ppm se identificé una sefial
simple integrando para un &tomo de hidrogeno atribuida al grupo -CH (Hao) del anillo del vinilimidazolio.
Adicionalmente fue posible identificar la presencia del 1-vinilimidazolio (1) no reactante, el cual se indica en el
espectro de *H (Figura 4) con la letra B.
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Figura 4 Espectro de RMN *H de la reaccion del LI 3a.
(500 MHz en CDCl3 a T.A., referencia interna TMS)

En la Tabla 2 se presentan de forma resumida los desplazamientos quimicos de los LI 3a (A) y 1 (B).

Adicionalmente, con base en el espectro de *H se determiné que la relacién molar entre los compuestos
identificados 1:3a es de 1:0.2.

Tabla 2. Desplazamientos quimicos de *H del LI Cloruro de 1-vinil-3-butilimidazolio (3a)
y 1-vinilimidazolio (1).

Molécula Desplazamiento quimico ppm (8)
. Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9
Cloruro de 1-vinil-3- 539
butilimidazolio 3a 0.95 1.38 192 4.39 6 02y 7.52 7.69 8.04 10.93
B1 B2 B3 B4 B5
1-vinilimidazolio 1 (B) 4593())Oy 6.92 708 720 767

En la Figura 5 se muestra el espectro de *3C del LI 3a, observando las sefiales correspondientes a los distintos
atomaos de carbono del LI preparado.
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Figura 5. Espectro de RMN 3C de la reaccidn del LI 3a.
(500 MHz en CDCl3z a T.A., referencia interna TMS)

Con respecto al LI 3b, tanto en el espectro de *H como de *3C se identificaron sefiales y desplazamientos
quimicos analogos a 3a. En la Tabla 4 se indican los valores de & de *H respectivamente, para el L1 3b.

Tabla 3. Desplazamientos quimicos de *H del LI Cloruro de 1-vinil-3-octilimidazolio (3b)
y 1-vinilimidazolio (1).

Molécula Desplazamiento quimico ppm (8)
Cloruro de 1-vinil-3- Al A2-A6 A7 A8 A9 Al0 All Al12 Al3
butilimidazolio 3b 0.86 1.27 1.92 4.37 491 6.94 7.08 7.21 10.78
Bl B2 B3 B4 B5
1-vinilimidazolio 1 (B) 6.01y
6.043 7.56 7.70 8.10

En el caso del espectro de *3C se observan todas las sefiales correspondientes a cada uno de los d&tomos de
carbono del LI [VImCsgCI]. Los desplazamientos quimicos (8/ppm) observados son: 14.06 (A1), 22.55 (A2), 26.20
(AB), 28.93 (A7), 29.00 (A4), 30.18 (A5), 31.65 (A3), 50.30 (A8), 101.75 (A13), 115.85 (A9), 130.00 (A10), 136.08
y 136.14 (A1l y Al12); asi también se identificaron las sefiales atribuidas a los atomos de carbono de la molécula B
correspondiente al 1-vinilimidazolio (1): 109.24 (B5), 119.49 (B1), 128.53 (B2), 130.05 (B3 y B4).

Con base en lo anterior se corroboré la obtencion de los Lls de interés; sin embargo, con la finalidad de
obtener los LIs en un rendimiento 6ptimo se realizaron algunas pruebas adicionales modificando la relacién molar del
cloruro de butilo (2a) u octilo (2b). De esta manera, se logré determinar un rendimiento del 7 % (3a) y 31 % (3b).

Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos se concluye que los LIs de interés ([VIMCXxCI] en donde X = 4 0 8)
fueron obtenidos mediante la metodologia propuesta contribuyendo asi con una nueva alternativa como sustituto de
disolvente organica en diversos procesos quimicos. Asi también, es posible mencionar que los rendimientos obtenidos
fueron bajos, lo cual implica un area de oportunidad para analizar las distintas condiciones de reaccion con la finalidad
de mejorar el rendimiento de estos.
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Adicionalmente, es posible mencionar que se observo un comportamiento analogo con los LIs en donde el
contraion es el ion bromuro, los cuales ya se encuentran reportados en la literatura.

Recomendaciones

De acuerdo a lo mencionado arriba en el presente trabajo, se sugiere llevar a cabo un estudio variando las
condiciones de reaccion con la finalidad de encontrar condiciones de reaccidn 6ptimas que permitan incrementar los
rendimientos.

Referencias
Diaz-Alvarez J. C., Martinez-Rey R y Barrero-Acosta R. “Liquidos idnicos: propiedades fisicoquimicas y aplicacién potencial en el mejoramiento
de crudos pesados” Rev. Ion., Vol. 25, No. 1, 2012.

Castillo-Borja F. “Liquidos I6nicos: Métodos de Sintesis y Aplicaciones” Rev. Conc. Tec., Vol. 49, 2015, 52-56.

Guzman-Lucero D., Olivares-Xometl O., Martinez-Palou R., Likhanova Natalya V., Dominguez-Aguilar Marco A. y Garibay-Febles V. “Synthesis
of Selected Vinylimidazolium lonic Liquids and their Efectiveness as Corrosion Inhibitors for Carbon Steel in Aqueous Sulfuric Acid” Ind. Eng.
Chem. Res., Vol. 50, No. 12, 2011, 7129-7140.

Pooja-Sharma, Shubham-Sharma y Harsh-Kumar. “Introduction to lonic Liquids, Applications and Micellization behaviour in presence of different
additives” Rev. Mol. Lig., 2023.

AcapeEMia JOURNALS

ISSN 1946-5351 online Tomo 03 - Ciencias Naturales
Vol. 15, No. 10, 2023 3.41




Articulos del Congreso Internacional de Celaya, Guanajuato, México
Investigacion Academia Journals Celaya 2023 © Academia Journals 2023 08 y 09 noviembre, 2023

Implementacion de una Practica a Microescala en el Laboratorio de
Quimica Farmacéutica

Dr. Rafael Manuel de Jesis Mex Alvarez?, Dra. Maria Magali Guillen Morales?, Dra. Patricia Margarita Garma
Quen?, Dra. Giselle Guillermo Chuc?*, Br. Roger Enrique Chan Martinez®, Br. Edwin Roman Chulin Canul®

Resumen—Se implemento la sintesis de acido acetilsalicilico a microescala en la asignatura de Quimica Farnacéutica como una
estrategia didactica y de gestion del laboratorio para el ahorro de tiempo y reactivos; del manual de la asignatura que se realiza a
macroescala se adapt6 la técnica y se desarrollé experimentalmente con 13 estudiantes voluntarios, los productos obtenidos se
purificaron y se analizaron para determinar la calidad del compuesto obtenido, con un fusiémetro digital se estableci6 su punto de
fusién y con espectroscopia infrarroja se determind la identidad del producto; los estudiantes mostraron interés y lograrén obtener
el producto esperado con un buen rendimiento y calidad.

Palabras clave— quimica verde, sustentabilidad, gestion.
Introduccion

El uso de la quimica a microescala en el laboratorio escolar permite optimizar recursos materiales y reducir
la generacidn de residuos de impacto ambiental; por ello, la implementacién de técnicas de microescala conlleva a
concientizar y promover una cultura ecologica entre los estudiantes, por esto la quimica a microescala ha tenido un
desarrollo importante en América latinal-3. Otra ventaja sustancia es que al emplear menos reactivos en el proceso se
puede realizar mas experimentos y los estudiantes tienen la oportunidad de experimentar en grupos pequefios o
personalmente lo que mejora el proceso ensefianza-aprendizaje en el laboratorio escolar y presenta la ventaja
pedagogica de fomentar el trabajo colaborativo gracias a su flexibilidad que tiende a simplificar el procedimiento
experimental y esto permite que aumente la atencidn, la autoconfianza y la satisfaccion de los estudiantes?.

En consecuencia, el objetivo del presente trabajo de investigacion fue implementar una practica de
microescala en el laboratorio de quimica farmacéutica para la sintesis de acido acetilsalicilico con el propdsito de
fomentar una cultura de sustentabilidad y compromiso ambienta entre los estudias y mejorar la gestion del tiempo y
recursos materiales y humanos en las practicas de laboratorio.

Metodologia

Primero se realiz6 la sintesis del acido acetilsalicilico propuesta en el manual, para ello se coloc6 en un
matraz erlenmeyer acido salicilico, anhidrido acético) y se adicioné gotas de acido fosférico y se calent6 el matraz en
bafio maria por 15 min. Terminado el tiempo de incubacion se removié el matraz del bafio maria y se agité suavemente;
luego se afiadio a la mezcla de reaccion agua destilada; posteriormente, se coloc6 el matraz en bafio de hielo y se
observo el deposito de cristales blancos. Se recristalizé el solido formado y se realizaron las pruebas de calidad.

La sintesis a microescala fue similar a la técnica anterior pero usando el equipo de microescala y ajustando
las cantidades de los reactivos en proporcion 1:10.

Posterior a la experiencia del laboratorio se realizé una encuesta a los estudiantes participantes por medio de
un cuestionario de Google Form para conocer sus impresiones, sugerencias, acuerdos y desacuerdos al respecto.
También se les solicité que cada estudiante realizara sus calculos de manera individual y elaborara un informe de
resultados.

! Rafael Mex Alvarez es doctor en educacion y doctor en salud publica, profesor titular de la FCQB UACam, Campeche, México,
rafammex@uacam.mx (autor corresponsal)

2 Maria Magali Guillen Morales es profesora de tiempo completo de la FCQB UACam, Campeche, México.

3 Patricia Margarita Garma Quen es profesora titular de la FCQB UACam, Campeche, México.

4 Giselle Guillermo Chuc es profesora de tiempo completo de la FCA UACam, Campeche, México.

® Roger Chan Martinez es estudiante de la carrera de QFB de la FCA UACam, Campeche, México.

& Edwin Chulin Canul es estudiante de la carrera de QFB de la FCA UACam, Campeche, México.

AcADEMIA JOURNALS

ISSN 1946-5351 online Tomo 03 - Ciencias Naturales
Vol. 15, No. 10, 2023 3.42



mailto:rafammex@uacam.mx

Articulos del Congreso Internacional de Celaya, Guanajuato, México
Investigacion Academia Journals Celaya 2023 © Academia Journals 2023 08 y 09 noviembre, 2023

Resultados

Todos los estudiantes pudieron sintetizar el acido acetilsalicilico en microescala, el rendimiento de la sintesis fue
similar al obtenido en el método a macroescala; el punto de fusién y el espectro de infrarrojo coincidio con el del
compuesto por lo cual se puede afirmar que la calidad del producto obtenido fue buena.

Inicialmente, los estudiantes tuvieron que familiarizarse con los materiales de microescala y adaptarse al uso de los
mismos, por su tamafio. Debido a que solamente se usé la decima parte de los reactivos, todos los estudiantes lograron
realizar personalmente la experiencia de sintesis y adn asi se logré un ahorro significativo de los reactivos, del 70%.

Los resultados de la encuesta realizada, indican que el 84% (figura 1) de los estudiantes quisiera realizar todas las
précticas del manual a microescala porque la considera una forma interactiva y atractiva para aprender sobre los
fundamentos de la sintesis y andlisis de farmacos, ademas que visualizaron la ventaja de un trabajo personalizado,
aunque se procesaba de manera individual se fomentd el trabajo colaborativo al permitirlos interactuar y consultar en
todo momento con sus comparieros de mesa, con el resto de la clase y con su profesor.

El 15% mostré un interés en la microescala pero refirid que no encontraba alguna aplicacion practica o lo consideraba
como experiencias de un nivel educativo mas temprano; esta discrepancia se presenta porque los estudiantes estuvieron
restringidos en el acceso a laboratorio durante la pandemia y apenas estdn retornando a la presencialidad; en
contraposicion la mayoria de los estudiantes que mostré un interés en la microescala ya han realizado estancias en
laboratorios clinicos y saben que se manejan cantidades pequefias con el uso de micropipetas o equipos automatizados.

¢Qué practico quiero realizar la siguiente sesion?
13 respuestas

@ Macroescala (normal)
@ Microescala (pequeno)

Fig. 1. Encuesta sobre la preferencia de la modalidad de experimentacién (Fuente: Elaboracion propia).

En la misma encuesta se les pidi6 a los estudiantes que dijeran su apreciacion (figura 2) hacia las practicas a
microescala, el 87% mostré un deseo de volver a experimentar a microescala, el 83% comentd que es Util para el
aprendizaje y el 90% de los encuestados dijo que realizar técnicas a microescala los motiva a mejorar sus habilidades
y a aprender sobre el fundamento de las reacciones quimicas; en contraposicion, solamente el 77% de los estudiantes
considera que las practicas a microescala son de importancia para su desarrollo profesional y entranamiento para su
vida laboral, es decir, la consideran atractivas y quieren experimentar a microescala; pero suponen que no tienen
utilidad préctica.
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83.87

77.42

Fig. 2. Apreciacion estudiantil de la técnica a microescala empleada (Fuente: elaboracion propia).

Conclusién
Se implementd exitosamente una préactica en el laboratorio de quimica farmacéutica para la sintesis de acido
acetilsalicilico, con un porcentaje alto de aprobacion por parte de los estudiantes involucrados que despertd su interés
para continuar realizando practicas a microescala y conocer mas sobre las ventajas de este método.
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Determinacion de Vitaminas A, E y D en Carne de Vibora de Cascabel
(Crotalus sp.) por HPLC

Dr. J. Ascencion Montalvo Gonzalez!, MC. Jorge Rafael Figueroa Morales?, MC. Isaac Espinosa Santana®, MC.
Tomas Mario Avalos Ruvalcaba*, MC. Angélica Barrén Jaime®, Dr. Luis Gibran Rodriguez Vega®

Resumen. Se valoré el contenido de vitamina A, E y D de la carne de vibora de cascabel (Crotalus sp.) exenta de piel,
en tres presentaciones, fresca, cocida y seca, los resultados obtenidos fueron comparados con otros alimentos que
contienen estos micronutrientes. La cantidad de vitamina A obtenido en la carne fresca fue de 0.65ug/g de muestra,
la vitamina E se encontr6 4.70ug/g de muestra, la vitamina D no fue detectada por este método.

Palabras clave. Vibora de Cascabel, Vitaminas liposolubles, HPLC

Introduccion

Hay muchas culturas en todo el mundo que tienen tradiciones y costumbres que involucran a la fauna salvaje,
como la caza, la pesca y la recoleccion de productos forestales no maderables. Estas practicas pueden tener una
importancia cultural y econédmica para las comunidades locales y pueden haber sido parte de su modo de vida durante
generaciones.

En México, varias especies de fauna silvestre son utilizadas para diferentes propésitos!. La mayoria se
obtienen a través de la caza, que se considera una actividad cuando su principal objetivo es satisfacer las necesidades
bésicas de los cazadores y sus familias?.

Los tipos reportados de uso de vida silvestre son consumo personal o para la venta de carne, pieles para ropa,
mascotas, y sustancias medicinales®.

Los animales proporcionan las materias primas para remedios prescritos clinicamente y también son usados
en forma de amuletos y encantos en rituales magicos religiosos y ceremonias. La zooterapia ha tratado diferentes
enfermedades considerando la fauna medicinal, la cual estd basada en animales salvajes, incluyendo alguna especie
en vias de extincion.

Como la vibora es una especie que habita practicamente en todo México, puede ser de mucha importancia el
conocer la composicién nutricional de su carne, asi como las propiedades farmacolégicas que pueda aportar a los
humanos su consumo.

Las vitaminas son un subgrupo de sustancias que son esenciales para el funcionamiento celular, el
crecimiento y el desarrollo normal. Existen 13 vitaminas esenciales, lo cual significa que son necesarias para que el
cuerpo funcione, son las siguientes: vitamina A, vitamina C, vitamina D, vitamina E, vitamina K, vitamina Bl
(tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3 (niacina), acido pantotenico, biotina, vitamina B6, vitamina B12 y
folato (acido fdlico)*.

Las vitaminas se agrupan en dos categorias, las liposolubles que se almacenan en el tejido graso del cuerpo,
las cuatro vitaminas liposolubes son: A, D, E y K. El otro grupo esta conformado por las hidrosolubles que el cuerpo
las tiene que usar inmediatamente.

Metodologia
Muestreo
Se recolectaron dos especimenes de la especie Crotalus sp.; a la cual se le determind el contenido de vitamina
A, Dy E en carne cruda cocida y seca.

1EI Dr. J. Ascencion Montalvo Gonzélez es profesor investigador de la Unidad Académica de Ciencias Quimico-Bioldgicas y Farmacéuticas de la
Universidad Auténoma de Nayarit amontalvo5@gmail.com (autor corresponsal).

2El maestro Jorge Rafael Figueroa Morales es profesor investigador de la Unidad Académica de Ciencias Quimico-Bioldgicas y Farmacéuticas de
la Universidad Auténoma de Nayarit.

3El Maestro Isaac Espinosa Santana es profesor investigador de la Unidad Académica de Ciencias Quimico-Bioldgicas y Farmacéuticas de la
Universidad Auténoma de Nayarit.

“El maestro Tomas Mario Avalos Ruvalcaba es profesor investigador de la Unidad Académica de Ciencias Quimico-Bioldgicas y Farmacéuticas
de la Universidad Auténoma de Nayarit.

SLa maestra Angélica Barron Jaime es profesor investigador de la Unidad Académica de Ciencias Quimico-Bioldgicas y Farmacéuticas de la
Universidad Auténoma de Nayarit.
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Materiales y reactivos

Rotavapor, embudos de separacion de 250 ml, papel filtro, probetas (10, 25, 50y 100 ml), pipetas graduadas
y volumétricas (2, 5, 10 y 25 ml), matraces aforados de vidrio (25, 50, 100, 250, 500 y 1000 ml), tubos de ensayos de
diferentes tamafios, soportes universales, pinzas, hidréxido de sodio, hexano, sulfato de sodio, metanol.
Metodos de analisis

La marcha experimental se llevo a cabo de acuerdo al procedimiento descrito®. Para la cuantificacion de
vitaminas se us6 un equipo HPLC (Agilent Technologies 1260, Waldbronn, Germany) equipado con un detector de
arreglo de diodos (DAD) y una columna Agilent Zorbax Extend C18 (250mm x 4.6 mm x 5 um). La fase movil fue
metanol:agua 95:5 (v/v) con un flujo de 0.5 ml/min. La longitud de onda de deteccién fue entre 280-330 nm. La
cuantificacion se realiz6 con curvas de calibracion de cada vitamina.

Resultados

En el presente trabajo se llevd a cabo la cuantificacion de las vitaminas A, E y D utilizando un equipo HPLC
(Agilent Technologies 1260, Waldbronn, Germany) en la carne de este reptil en tres diferentes presentaciones (fresca,
seca y cocida). Las concentraciones obtenidas se comparan con los alimentos convencionales ricos en estos
micronutrientes.
Valores de vitamina A

La carne al ser cocinada pierde vitaminas, la cantidad que se pierde depende del método de coccion utilizado.
Por ello es importante determinar dicho parametro en carne cruda, cocida y seca, en este caso observamos (gréafica 1)

que hay diferencia significativa en la carne cruda (66ug) con respecto de los otros dos analitos (39.5 y 54.5ug) seca y
cocida respectivamente.
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Gréfica 1. Vitamina A (ug/100g de muestra) en carne cruda, cocida y seca de vibora de cascabel
En comparacion con el higado de res y el huevo Julieta Ramos y col.® la carne fresca de vibora tiene menor contenido
de vitamina A y un poco mas que la leche, esto se representa en la grafica 2.
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Gréfica 2. Vitamina A(ug/100g de muestra) en carne fresca de iguana negra comparado con otros productos que
contienen este micronutriente

Valores de vitamina E

En la gréfica 3, se observa que tanto la carne cocida y seca son las que presentan una mayor cantidad de vitamina E
(5.82 y 5.07mg/100g) respectivamente, mientras que el contenido de esta vitamina es de 3.90 mg en carne cruda. El
contenido de vitamina E hallado para la carne de vibora se encuentra por abajo de los valores reportados por Badui’.
para el maiz y cacahuate, pero esta por arriba del aguacate. Las cantidades reportadas para estos alimentos son de 30,
16 y 1.5mg/100g respectivamente.
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Gréfica 3. Vitamina E (mg/100g de muestra) en carne cruda, cocida y seca de vibora.

Valores de vitamina D

La cantidad de vitamina D en las carnes de origen animal es generalmente bastante baja en comparacion con
otros alimentos ricos en esta vitamina, como los pescados grasos, los huevos y los productos lacteos. La vitamina D
se encuentra principalmente en las partes grasas de los alimentos de origen animal. Por lo tanto, las carnes magras
suelen contener muy poca cantidad de vitamina D en comparacion con los cortes mas grasos.

La vitamina D no fue detectada por este método esto puede ser por que la vibora contiene muy poca de esta
vitamina y se degrada o no se logra extraer por el método utilizado.
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Discusion

La variabilidad en el contenido de vitaminas liposolubles en los alimentos es un fenémeno ampliamente
documentado y se atribuye a una serie de factores influyentes, que pueden abordarse desde una perspectiva cientifica.
En este contexto, se puede destacar que la cantidad de vitaminas liposolubles en los alimentos esta sujeta a la
interaccion de varios elementos, incluyendo la edad, el sexo, la dieta y la ubicacion geogréafica de la fuente alimentaria.

En el caso de la vitamina A, se observé una mayor concentracion en la carne fresca en comparacion con las
carnes cocidas y secas. Esta disparidad podria explicarse mediante un analisis de los procesos de coccion a los que se
someten las diferentes muestras de carne. El tratamiento térmico al que se someten las carnes cocidas y secas puede
contribuir a la degradacién de la vitamina A, reduciendo su contenido en comparacion con la carne fresca, que no ha
sido sometida a un proceso de calentamiento significativo. Este hallazgo respalda la importancia de considerar los
efectos del procesamiento térmico en la preservacion de las vitaminas liposolubles en los alimentos.

Por otro lado, la vitamina E mostré una concentraciéon mas alta en las carnes cocidas y secas. Este resultado
podria asociarse a la influencia positiva de los tratamientos de coccion en la extraccion de la vitamina E de las
muestras. La aplicacion de calor durante la coccion puede facilitar la liberacidn de esta vitamina, lo que resulta en una
mayor concentracién en comparacion con la carne fresca. Este hallazgo destaca la importancia de comprender como
los métodos de procesamiento pueden afectar la biodisponibilidad de las vitaminas liposolubles en los alimentos.

Ademas de las vitaminas liposolubles, las carnes también son una fuente significativa de vitaminas del
complejo B, como la tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B6 y B12. Estas vitaminas son esenciales para una
variedad de funciones metabdlicas en el cuerpo humano. La carne magra, sin embargo, contiene cantidades minimas
de vitamina A, necesaria para el mantenimiento de los tejidos y la vision, lo que subraya la importancia de obtener
esta vitamina de otras fuentes alimentarias.

Por ultimo, es relevante mencionar que las carnes préacticamente no contienen vitamina D y 4cido ascérbico
(vitamina C). Sin embargo, el higado se destaca como una fuente importante de vitamina A, D y K&, lo que enfatiza
la diversidad de vitaminas liposolubles que pueden encontrarse en distintas partes de un animal y como su consumo
puede contribuir a la ingesta de estas vitaminas en la dieta.

Conclusiéon

La vibora de cascabel es consumida por gran parte de la poblacién rural mexicana con el fin de remediar
alguna enfermedad, en las comunidades serranas la consumen como una fuente mas de alimentacion, en base a esto
nos fue de gran interés el analizar el contenido de vitaminas liposolubles de la carne de vibora de cascabel (Crotalus
sp.) y se realizo la determinacion en carne cruda, cocida y seca para ver si habia diferencia en la concentracion de las
vitaminas después de que la carne es sometida a altas temperaturas. En base a estos resultados podemos concluir que
la carne de vibora puede ser un complemento de la dieta, sin embargo, el consumo de esta especie debe hacerse de
manera racional es decir apoyados en centros de investigacion y en las autoridades correspondientes, ya que el uso
intensivo pondria en peligro la preservacién de la especie.
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Validacion de Método por HPLC para la Determinacion de la
Liberacion de Diclofenaco en Microcapsulas de Aloe vera

Yolanda Guadalupe Moreno Mendoza!, Dr. Angel Antonio Vértiz Hernandez?*,
3Dra. Olga Edith Gonzalez Lugo, Dr. Azahel de Jests Rangel Lopez*.

Resumen—En la presente investigacion se realizé el andlisis y cuantificacion de diclofenaco en microcapsulas obtenidas a partir
de Aloe vera. Metodologia: se desarrollé el método mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) bajo las siguientes
condiciones cromatograficas siguientes, un volumen de inyeccion de 50 L, una fase movil de MetOH:KH2PO4 (20:80 v/v), flujo
de 1 mL/min, fase estacionaria C18 (4.6 mm X 50 mm; 3 pum), temperatura de 20°C, longitud de onda de 275 nm, tiempo de
retencion para diclofenaco de 1.4 min en un tiempo de corrida de 3 min. Resultados: la validacion demostro selectividad, linealidad,
precision, exactitud, fue sensible y estable en un rango de 2.5 a 160 pg/mL considerando la normativa NOM-177-SSA1-2013.
Conclusion: el diclorometano permite microcapsulas con mayor homogeneidad de tamafio y rendimiento. Asimismo, el método
analitico por HPLC para diclofenaco cumplié con los criterios de validacion (NOM-177-SSA1-2013), demostrando ser selectivo,
lineal, exacto, preciso y estable en un rango de 2.5 a 160 pug/mL bajo la instrumentacion de un cromatdgrafo Perkin Elmer modelo
Flexar con deteccion Uv/Vis en el laboratorio de tecnologia y salud de la UAMRA-UASLP.

Palabras clave—Diclofenaco, microcapsulas, HPLC, validacion.

Introduccion

Las microparticulas poliméricas, son formulaciones para la administracién de farmacos que resultan ser una
estrategia clave en la bisqueda de nuevos sistemas terapéuticos para la liberacion controlada de los fArmacos ya que
logran proteger a las moléculas de la degradacion y reducir la accion irritante gastrointestinal de algunos activos, al
igual que, permiten direccionar los farmacos en un sitio de accion especifico. (Gomez Rodriguez, G.H., 2018). La
caracteristica principal de las microparticulas es que cuentan con un didmetro de 1-1000 um y de acuerdo a su
clasificacion pueden dividirse en microcapsulas o microesferas. Las microesferas son matrices homogéneas que
tienen inmersa a la sustancia activa en el cuerpo de la esfera. Mientras que una microcépsula es un cuerpo esférico
que recubre al principio activo (Zarate-Hernandez, E. y col., 2021). Igualmente se pueden clasificar segin su
morfologia en mononucleares, polinucleares y tipo matriz (Ghosh, 2006). La farmacéutica suele utilizar esta
tecnologia aprovechando las ventajas que proporciona, como controlar la liberacidn de una dosis adecuada del
principio activo (Jiang et al., 2012), enmascarar el sabor de medicamentos masticables y/o liquidos en emulsiones
(Hu et al., 2013) y reducir la irritabilidad gastrica del medicamento (Jiang y Schwendeman, 2001).

Actualmente la creacion de nuevas formas farmacéuticas se centra en mejorar la biodisponibilidad del principio
activo en la zona de accién durante un largo periodo de tiempo. (Sachin et al., 2019). Por ejemplo, el diclofenaco
sodico (DFC: analgésico, antiinflamatorio y antipirético no esteroideo; perteneciente al grupo de los AINES)
comparado con otros AINEs, tiene una potencia analoga pero menores efectos secundarios, se trata de un medicamento
con propiedades inhibidoras que presenta mecanismos de accion que le otorgan una efectividad significativa en la
reduccion de inflamaciones y actuando como analgésico. EI DFC presenta una oportunidad para experimentar con
nuevas formulaciones como los son las microcapsulas debido a que tiene una biodisponibilidad excelente y su union
a proteinas representa un 99.5% (Fletes Calderdn, M. E., 2019). Estas formulaciones han basado su efectividad en la
capacidad de ellas para favorecer la liberacion de principio activo de manera sitio especifica y una de las técnicas que
favorece la valoracion de la liberacion es una técnica de quimica analitica, la cromatografia de alta resolucién.

La deteccion por cromatografia liquida de alta presién (por sus siglas en inglés, HPLC) es un método ampliamente
utilizado para la determinacién y cuantificacion de DFC presente en formas farmacéuticas, es una técnica que permite
separar los elementos en una mezcla compleja, con la finalidad identificarlos y cuantificarlos.

Con el prop6sito de asegurar la fiabilidad de este procedimiento, resulta fundamental realizar una validacién de
acuerdo con las pautas establecidas en la normativa NOM-177-SSA1-2013. Esta norma sugiere la verificacion y
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confirmacion de aspectos como la selectividad, linealidad, exactitud y precisién, limite de cuantificacion (LOQ) y
limite de estabilidad que presenta la muestra a lo largo del tiempo.

Shiv Sankar Bhattacharya en 2013 llevé a cabo el analisis de diclofenaco sédico en plasma de roedores utilizando
cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC/MS/MS) y HPLC con deteccion UV (LLOQ: 20 ng/ml y tiempo
de ejecucion de 30 min). El proceso validado tiene una ventaja adicional debido al uso de acetonitrilo y metanol, es
decir, una fase movil simple que puede evitar afectar la vida dtil de una columna. EI método fue especifico y sensible
con el limite de cuantificacién de 20 ng/ml. En las pruebas de estabilidad, el DFC en plasma de conejo se conservl
estable durante el almacenamiento y el procedimiento de ensayo.

Regina Kasperek en 2008 desarroll6 y validé un método HPLC que resulté ser selectivo, simple, rapido y preciso
para la determinacion simultanea de diclofenaco sddico y clorhidrato de papaverina en tabletas.

Bushra Tuwfeeq Alquadeib en 2019 desarrollé un nuevo método de HPLC selectivo y sensible para la
cuantificacion de DFC en forma farmacéutica utilizando lidocaina como estdndar interno. La separacion
cromatografica se llevo a cabo en una columna simétrica de 4,6 mm x 150 mm, utilizando como fase movil
ortofosforico 0,05 M al 35 % y acetonitrilo al 65 % con un caudal de 2,0 ml/min siendo monitoreado a 210 nm. El
método fue validado para cumplir con los lineamientos de la Conferencia Internacional sobre Armonizacion,
incluyendo especificidad, linealidad, limite de deteccién, limite de cuantificacidn, exactitud, precision y robustez. Se
determind que el método es adecuado. Con estas bases el objetivo de este trabajo determinar el contenido de DFC en
las microcéapsulas, usando un método HPLC selectivo, lineal y preciso.

Metodologia

Procedimiento de elaboracion de las microcapsulas

Se localizd una planta de Aloe vera (AV) de la especie barbardensis situada en la region del Altiplano Potosino,
se eligieron y extrajeron 2 hojas de dicha planta, posteriormente se lavaron y se reposaron en agua destilada durante
dos horas. Se retird la epidermis y se extrajo el parénquima de cada hoja, y se proceso con una batidora de inmersion
(modelo FPSBHB9000), se sometid a un proceso de filtrado al vacio para obtener un gel homogéneo de consistencia
viscosa con caracteristicas ideales para encapsular. Para la encapsulacion se llev6 a cabo el método de doble emulsién
y evaporacion con solventes, la primera emulsidn se obtuvo combinando solucién de DFC con solucion de Eugenol
en Tween 80 al 1% y sometiendo a agitacidn, en la segunda emulsion se puso en contacto la primera emulsién con el
gel de AV en una proporcién 1:10, se sometié a agitacion. Se utilizaron alcohol acetona, acetato de etilo y
diclorometano para la evaporacién de diferentes muestras, se mantuvieron en agitacion a temperatura ambiente durante
3 horas. Las muestras se colocaron cajas Petri, y se llevaron al secado en un horno a 32°C hasta la evaporacion total
del liquido y asi conocer la cantidad de microcdpsulas obtenidas. La pelicula obtenida de cada solvente se coloco en
un tubo Eppendorf.

Determinacién y cuantificacién de DFC

Reactivos: el analisis se realizé bajo el uso de solucion de diclofenaco inyectable 75 mg/3mL marca AMSA,
fosfatos (PO4) 98.0 % marca Alfa Aesar, metanol (CH30OH) grado HPLC marca TEDIA, acido fosférico (H3PO4)
85% marca Alfa Aesar y agua destilada. Mismos, que se suplemetaron para analisis en un equipo HPLC marca: Perkin
Elmer modelo flexar (UV/vis).

Las condiciones cromatograficas: volumen de inyeccion de 50 pL, una fase moévil de MetOH:KH2PO4 (20:80
vIv), flujo de 1 mL/min, fase estacionaria C18 (4.6 X 50 mm; 3 mm), temperatura de 20°C, longitud de onda de 275
nm, tiempo de retencién para DFC de 1.4 min en un tiempo de corrida de 3 min.

Preparacion de la solucién madre: consistio en tomar una determinada cantidad de solucion de diclofenaco (32 pl),
el cual fue aforado en un volumen de 5 ml con agua destilada para tener una concentracion de 25000 mg/ml. A partir
de la solucién madre se tomaron los volimenes necesarios para la preparacion de las diluciones correspondientes a
cada uno de los puntos a analizar.

Validacion del método: se determind con base en los parametros de selectividad, curva de calibracidn, linealidad,
precision, exactitud, sensibilidad y estabilidad considerando la NOM-177SSA1-2013 y el Centro de Referencia de la
FDA (CDER-FDA).

Resultados
Las microcapsulas de AV cargadas de principio activo (DFC y Eugenol) evaporadas con los diferentes
disolventes se disponen en un rango de tamafio de 0.889-4.48 um, con una media total de 2.1052 pm, figura 1.
B
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Figura 1. Observacion de microcépsulas en la doble emulsion en microscopio dptico (1000X). El panel (A)

representa la evaporacién con alcohol acetona, el (B) Evaporacion con acetato de etilo.

Segun el estudio de Gonzalez-Lugo y cols. (2021), el diclorometano y el acetato de etilo generan microesferas
de tamafio homogéneo. El alcohol acetona favorece a producir mayor cantidad de microesferas y de menor tamafio a
comparacion de las formadas con diclorometano y acetato de etilo, siendo considerada como la mejor opcion de

microencapsulado (tabla 2).

Tabla 2. Tamafio de microcapsulas de Aloe vera cargadas con diclofenaco y eugenol.

Solvente empleado para | Mediciones (um) Medias Desviacion
evaporacion 1 2 3 4 5 (nm) estandar
Diclorometano 179 | 147|214 (131|179 | 1.7 0.288027776
Acetato de etilo 0.889 | 1.97 | 25 | 2.25 | 2.45| 2.0118 0.591527649
Alcohol acetona 259 |25 |147|1.98 | 4.48 | 2.604 1.020364641

Se obtuvieron datos del rendimiento de la produccion de microcapsulas varian entre el 0.9631-1.9889%, con
un valor medio de 1.4095%, la determinacién de estos datos se puede observar en la tabla 3.

Tabla 3. Célculo del rendimiento de las microcdpsulas.

Muestra Peso del material | Peso de las | Rendimiento
utilizado (g) microcapsulas (g) (%)

DFC-EUG-AV-TWEEN 80- | 15 4262 0.1969 1.2764

Diclorometano

DFCTEUG—AV—TWEEN 80-Acetato 15.6263 0.1505 0.9631

de etilo

DFC-EUG-AV-TWEEN 80- | 15 5058 0.3084 1.9889

Alcohol acetona

Determinacion de la liberacion de DFC de microcapsulas de Aloe vera

Bajo los lineamientos de la NOM-177-SSA1-1998 se determind que el método fue selectivo/sin interferencias para
DFC bajo analisis de la muestra, blanco fortificado con DFC y blanco de solventes (agua y metanol), presentd
linealidad en un rango de 2.5 a 160 pg/mL con un r?= 0.9937 y r= 0.9968 para DFC (Figura 1).
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Figura 1. Grafica de linealidad para DFC por el

método de regresién lineal. Los resultados

representan el X + E.E de unan=3.
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La precision se determiné como porcentaje de coeficiente de variacion (% CV) de puntos control alto, medio y bajo
(PC1a3) Y la exactitud con %DR para PCia3, en ese sentido el %CV estuvo en un rango minimo de 0.78% a 9.01%
para precision en modalidad repetibilidad y de 1.04 % a 6.88 % para reproducibilidad. La exactitud se establecio para
los puntos PC1: 150pug/ml; PC2: 30pug/ml; PC3: 4ug/ml para DFC dando como resultado un % DR en un rango minimo
de -10.30% y méximo de 19.57% repetibilidad y de -6.30 a 17.12 en reproducibilidad (tabla 4).

Tabla 4. Precision y exactitud del método para deteccion de diclofenaco.

DICLOFENACO
REPETIBILIDAD \
PUNTO | Promedio D.E. %CV Criterio
PC1 692,961 62474.17  9.01 <15 PRECISION
PC2 166,073 9470.71 5.72 <15
PC3 59,418 464.09 0.78 <20

Cr Ce %DR
PC1 150 165.46 3.99 -10.30 <15

EXACTITUD

PC2 30 30.53 -9.57 -1.76 <15
PC3 4 3.21 -11.88 19.57 <20
REPRODUCIBILIDAD
PUNTO | Promedio D.E. %CV Criterio
PC1 669,495 46119.62  6.88 <20 PRECISION
PC2 153,968 9091.10 5.90 <15
PC3 59,800 622.51 1.04

Cr Ce %DR
PC1 150 159.45 -0.18 -6.30 <1
PC2 30 27.43 -9.67 8.56 <1 EXACTITUD
PC3 4 3.31 -11.83 17.12 <2

D.E. Representa la Desviacion Estandar, %C.V. Representa el Coeficiente
de Variacion, %D.R. Representa el porciento de Desviacion Relativa, PC1. Representa
Punto de concentraciéon conocida (150 pg/ml), PC,. Representa Punto de
concentracion conocida (30 ug/ml), PCs. Representa Punto de concentracion conocida
(4 pg/ml), Ct Representa la concentracion tedrica, Ce Representa la concentracion
obtenida.

El limite de cuantificacion fue de 2.5pug/mL con un % CV de 0.80 y un % DR de 20.71, asimismo, las
preparaciones demostraron estabilidad a largo plazo de 15 a 4°C, demostrando precision (%CV de 0.86 a 0.66 %) y
exactitud con un DR de -5.25 a 16.73%.

Analisis

Segun la literatura, microcapsulas elaboradas bajo condiciones similares con el método de emulsion se
obtuvieron en tamafios que van desde 415 um hasta los 750 um. En el caso de nuestra investigacién, las
microcapsulas evaluadas del tamafio y morfologia mediante microscopia Optica permitié medir que tienen un
tamafio promedio de 2.1052 pm, es decir, las formulaciones cumplen con la caracteristica de menos de 1 milimetro.
El tamafio de las microcéapsulas de AV cargadas con DFC es un factor fundamental para su estabilidad y liberacion.
Las microcapsulas de menor tamafio logran liberar el principio activo mas rdpidamente y pueden ser mas
susceptibles a la degradacion.

Los rendimientos de la produccién de microcapsulas varian en el rango 0.9631-1.9889%, teniendo un valor medio
de 1.4095%. Cano Mendoza (2022) reporta que los resultados del rendimiento de la produccidn de microesferas con
diclofenaco de sodio tienen un valor medio de 18,96%. Haciendo una comparacién, se deduce que en la
investigacidn conseguimos un rendimiento menor respecto a las referencias, sin embargo no existe un porcentaje de
rendimiento que este considerado como aceptable. Una vez elaboradas se preparar el método para cuantificar su
liberacién por ello, para confiabilidad se debe validar el método analitico a usar.
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Los pardmetros necesarios para que un método analitico sea considerado como validado son: selectividad,
rango (intervalo de concentraciones), linealidad, precision (repetibilidad y reproducibilidad), exactitud, sensibilidad y
estabilidad de la muestra (largo plazo). El rango de concentraciones, se desarroll6 en base a estudios en los cuales se
realizaron combinaciones de diclofenaco con eugenol para su encapsulacion con Aloe vera, reportan una concentracion
minima esperada de 2.5 pg/ml, por lo cual se realizaron célculos teniendo esta concentracion como un 25-27 % de la
Cmin, y muy por encima de esa concentracion quedando las concentraciones distribuidas homogéneamente y
equidistantes en 7 puntos; por lo que se tuvo un rango desde 2.5 pg/ml hasta 160 pg/ml con siete puntos de
concentracion en la curva, los cuales fueron C1 (2.5 pg/mL), C2 (5 ug/mL), C3 (10 pg/mL), C4 (20 pg/mL), C5 (40
pg/mL), C6 (80 pg/mL), C7(160 pg/mL).

La selectividad se demostrd al analizar el solvente que se utilizo, para poder confirmar que no existiera el
pico que correspondia a la molécula de diclofenaco y el cual fluye en un tiempo de 1.481 min (TR), tras un tiempo de
corrida de 3.0 min. Los cromatogramas que corresponden a los blancos de agua destilada y blanco metanol no
mostraron picos caracteristicos de la molécula de interés.

Se comprobé la linealidad con los parametros establecidos por la NOM-177-SSA1-2013, la cual considera
un coeficiente de correlacion (r) > 0.99, asi como un coeficiente de determinacion (r2) > 0.99; para el caso del
diclofenaco se tuvo un r= 0.9968 asi como un r?>=0.9937. Esto sugiere una relacion lineal entre la respuesta del
instrumento de trabajo y las concentraciones conocidas de DFC. Al analizar el r?2 vemos que el 99.37% de la respuesta
obtenida depende de la concentracidn, complementariamente tenemos muy poco margen para que la variacion de la
respuesta sea debida a factores no controlados en la experimentacién como el 0.32%. En los ensayos realizados relativa
(%D.R.) < 15% en las concentraciones analizadas, correspondientes a los puntos control: PC1(150 pg/ml), PC2(30
ug/ml), PC3(4 pg/ml) menor al 20%, el método sugiere ser repetible y reproducible de acuerdo a los lineamientos de
la NOM-177-SSA1-2013 ya que cita que debe de cumplir con un C.V < 15% para PC2 y PC1 y de <20% para PC3.

El limite de cuantificacién de acuerdo con las caracteristicas del equipo de cromatografia de liquidos de alta
eficiencia utilizado para desarrollar el método (Flexar LC/Perkin Elmer) y a las condiciones cromatogréaficas
utilizadas, se constituyo por 2.5 pg/ml para DFC. La determinacion de este limite cumplio con los criterios de exactitud
y precision con respecto de un CV de 0.80% y una D.R de 20.71%, la normativa considera un criterio de C.Vy D.R
<20%.

El andlisis de la estabilidad a largo plazo se demostr6 bajo criterios de precision y exactitud en la molécula
en un ciclo de 15 dias a 4 °C. Teniendo un %CV < 15% en un rango de 0.66 % a 5.25. Asi mismo se obtuvieron
valores de D.R. < 15% en un rango -5.25% a 16.73% estando la molécula dentro del rango de aceptacion establecido
en la normativa que cita un valor de CV y DR <20 %.

Los resultados obtenidos y los sugeridos por la NOM-177-SSA1-1998, asi como los que proporciona la guia
de validacién del CDER de la FDA marcan una homologia del 100% en los criterios de validacién, mismos, que
fueron analizados y retomados en nuestro trabajo haciendo mas énfasis en los descritos por la NOM-177-SSA1-1998
que son los que se aplican directamente en la validacién de este método analitico cromatografico. Por ello,
argumentamos que cumplimos con ambas guias de validacién para métodos analiticos.

Limitaciones

Este trabajo constituye un método analitico basado en las concentraciones de carga de una formulacion nueva
de diclofenaco (microcépsulas de Aloe vera) para una liberacion sostenida y sitio especifica.

Conclusiones

Los resultados indican que el diclorometano permite la formulacion de microcdpsulas con mayor
homogeneidad de tamafio lo que pudiera favorecer en el momento de una liberacién de la formulacion y su
rendimiento. Los datos sugieren que el método analitico por HPLC para la determinacidn de diclofenaco cumpli6 con
los criterios de validacion de la NOM-177-SSA1-2013, demostrando ser selectivo, lineal, exacto, preciso y estable en
un rango de 2.5 a 160 pg/mL bajo la instrumentacién de un cromatografo Perkin ElImer modelo Flexar con deteccion
Uv/Vis en el laboratorio de tecnologia y salud de la UAMRA-UASLP.
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Evaluacion de sustratos + purin de Urtica dioica L. sobre el
crecimiento de Citrus limon, Citrus sinensis y Rosa grandiflora

MITA Alberta San Juan Martinez , Dra. Lorena Casanova Pérez?,
TSU Yasmin Silva Reyes®, M.C Florencia Garcia Alonso*

Resumen— Un problema en la agricultura es la deficiencia de nutrientes del suelo, por tanto, el objetivo del proyecto fue determinar
el efecto de la aplicacion del purin de Urtica dioica L. en Citrus limén, Citrus sinensis y Rosa grandiflora en Tlachinol, Hidalgo.
El disefio experimental consistio en bloques al azar: T1 (lombricomposta - suelo + purin), T2 (Estiércol - suelo + purin) y (hojas
secas - suelo + purin) y T3 testigo (100% suelo), con 3 repeticiones. El analisis de los datos se realiz6 con ANOVA vy prueba de
medias Tukey (p <0.05). Los resultados indican que el T1, tanto frutales como ornamentales, las plantas presentaron mayor altura
existiendo diferencia estadistica significativa en comparacion con el T2 y el Testigo. En consecuencia, se concluye que la
combinacion entre lombricomposta — suelo + purin es un tipo de abono organico que presenta mayor efectividad en el crecimiento
de las especies involucradas.

Palabras clave— abono orgéanico, frutales, nutrientes, ornamentales, suelo.

Introduccion

Una de las perdidas de mayor impacto en la agricultura es el agotamiento del suelo, ya que este recurso
representa la base de la produccion de alimentos, tanto en comunidades rurales, como urbanas (Méndez y Viteri,
2007). Este agotamiento es originado por deficiencias de macro y micro nutrientes, tanto en agua y suelo, también
puede deberse a un antagonismo entre los elementos, un nivel de pH inadecuado y a un manejo deficiente en el
programa de fertilizacion (Zamora, 2016).

Al respecto, en la Sierra Hidalguense se identifican problemas de nutricion en las plantas frutales y
ornamentales debido al historial de manejo que ha involucrado el uso inadecuado de fertilizantes quimicos, que
permitié a los productores agricolas obtener mayor produccién en el corto plazo, pero que ha provocado efectos
negativos en el suelo en el largo plazo. En este contexto, Ramos y Terry (2014) sugieren que una opcion lo
constituye el empleo de abonos organicos, entre ellos los purines que presentan parte del N en formas organicas,
mas 0 menos estables, que paulatinamente van mineralizandose y pasando a disposicidn de las plantas. El uso de
biofertilizantes o purines aplicados como control de plagas y enfermedades surge con la finalidad de tener una mejor
salud y ayudar al medio ambiente (Moya et al., 2008; Castillo y Rodriguez, 2014; Amagua, 2020)

Asi mismo, los purines son inocuos para productores, consumidores y medio ambiente, siendo ya aceptados
ampliamente, ya que se han demostrado sus ventajas en los cultivos, por tanto, su uso traeria grandes beneficios sin
ejercer un impacto perjudicial sobre el ambiente (Grajeda et al., 201; Chévez et al., 2020). Los purines son
fermentos que se preparan con hierbas, restos vegetales o estiércol, estos aportan aminoacidos y otras sustancias que
ayudan al mejoramiento del suelo y a las plantas, aumentando los nutrientes para las mismas pero los mas
importantes, son los que aportan microorganismos para un buen desarrollo de las plantas (Amagua, 2020).

En este caso particular, el purin de ortiga es un estimulador de crecimiento dado su alto contenido de Ny
de otros componentes naturales como P, K, Ca, Mg, B, Fe, Mo, citoquininas, auxinas, giberelinas, aminoacidos; éste
mejora la sanidad y el desarrollo de las raices (IPES/FAQ, 2010). El purin de ortiga es el biopreparado natural mas
conocido, este extracto fermentado estimula el crecimiento de las plantas y hace que sean mas resistentes al estrés
bidtico y abidtico; se suministra directamente a la tierra de cultivo mediante riego o a las hojas en pulverizacion. El
purin actlia contra los pulgones, acaros y enfermedades, ademas tiene concentraciones importantes de histamina y
acetilcolina, sustancias responsables de las reacciones urticantes que, al estar en altas densidades, pueden alterar el
sistema nervioso de algunos insectos (lleer et al., 2022). Los sustratos organicos como composta, lombricomposta,
hojarasca y estiércol son abonos organicos, materiales resultantes de la descomposicién natural de la materia
organica por accion de los microorganismos presentes en el medio, los cuales digieren los materiales,
transformandolos en otros benéficos que aportan nutrimentos al suelo y, por tanto, a las plantas que crecen en él;
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Ramos y Terry (2014) indican que los abonos orgéanicos tienen altos contenidos de nitrégeno mineral y cantidades
significativas de otros elementos nutritivos para las plantas.

En consecuencia, el objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto de los sustratos y purin de Urtica
dioica L. sobre el crecimiento Citrus limon, Citrus sinensis y Rosa grandiflora. Los hallazgos obtenidos son
importantes en la eventual implementacién para disminuir problemas de deficiencias nutricionales en algunos frutales
y ornamentales en la Sierra Hidalguense, México.

Metodologia

Enfoque y tipo de estudio

La presente investigacion presentd un enfoque cuantitativo, se aplicé un disefio de bloques completamente al azar
(DBCA), con tres tratamientos (T1, T2 y T3) y un testigo, asi como 3 repeticiones, en plantas de limén (Citrus
limon), naranja (Citrus sinensis) y rosa (Rosa grandiflora), en el municipio de Tlanchinol, Hidalgo. Se consideré
como variable principal la altura de las plantas de rosas, limén y naranja.

Sitio de estudio

La investigacion se desarroll6 en el vivero municipal de Tlanchinol, ubicado entre 20° 54" 45" latitud Norte y 98°
39”7 24" longitud Oeste. Un municipio donde predomina el clima templado con temperatura media anual de 18.9°C
y una precipitacién pluvial de 2,601 milimetros por afio.

Obtencion de material vegetal
El follaje de la ortiga y las estacas de las especies evaluadas (Citrus limén, Citrus sinensis y Rosa grandiflora)
fueron recolectadas en la localidad de Tolago, Lolotla, Hidalgo.

Preparacién de purin de ortiga

La preparacion de purin de ortiga se desarrollé en el laboratorio de la Universidad Tecnoldgica de la Huasteca
Hidalguense. Las hojas de ortiga recolectadas se secaron y trituraron, para el secado se emple6 una estufa por un
tiempo de 72 horas a una temperatura de 70 ° C, el triturado/molido se llevo a cabo con la ayuda de mortero, guantes
de latex y papel estraza, obteniendo una muestra de 200 gramos. Para la obtencién del purin (fermentado) se agregé
20 gramos de muestra seca por litro de agua en envases herméticos, dejando transcurrir siete dias (IPES y FAO,
2010).

Evaluacion de efectividad del purin

Para la evaluacion de la efectividad del purin elaborado con base en ortiga, se requirieron 108 estacas de 15 cm (36
— Rosa grandiflora, 36- Citrus sinensis y 36 — Citrus limon). Las estacas fueron propagadas en diversos sustratos
T1: lombricomposta-suelo, T2:hojarasca-suelo y T3:estiércol-suelo, todos con una proporcién de 50%, referente al
testigo Gnicamente fue suelo. Después de la siembra de las estacas se aplico el purin diariamente durante tres dias y
después cada 5 dias, para lo cual tuvo que ser previamente diluido en agua en una proporcion de 1:9.

Registro de datos
Los datos obtenidos referente a la variable altura de Citrus limén, Citrus sinensis y Rosa grandiflora en cm cada
tercer dia durante dos semanas, se concentraron en un registro en Excel.

Analisis de datos
A partir de los datos obtenidos con el disefio experimental de bloques completamente al azar (DBCA) se realizé una
comparacion de medias con la prueba Tukey alfa 0.05, utilizando el programa SAS (Statistical Analysis System).

Resultados
El analisis de los datos obtenidos muestra que la altura promedio de las plantas de las especies
involucradas: Citrus limon, Citrus sinensis y Rosa grandiflora, fue influenciada por el tipo de sustrato y purin de
ortiga, esto se evidencia de forma numéricamente y estadisticamente como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Altura promedio de las plantas evaluadas segln tratamiento.
Fuente: Datos de campo

Se determiné con la prueba de comparacion de medias de Tukey (p< 0.05), mediante el paquete estadistico
Statistical Analysis System como mejor tratamiento T1: lombricomposta-suelo + purin de ortiga en relacion a la
variable altura, se mostré mayor crecimiento en las tres especies evaluadas: limén, naranja y rosa.

En la comparacién de medias del cultivo de limoén de igual manera sobresalié T1: lombricomposta-suelo + purin
de ortiga, con 11.95 cm resultando ser mejor que los tratamientos de estiércol de vaca-suelo + purin de ortiga, hojas
secas + purin y el testigo que solo presentd 7.65 cm (Cuadro 1).

Tratamientos Media (cm) Agrupacion

Lombricomposta-suelo + purin de ortiga 11.9567 A
Estiércol de vaca-suelo + purin de ortiga 8.5278 B
Hojas secas-suelo-suelo + purin de ortiga 8.3889 BC
Testigo 7.6544 C

Cuadro 1. Comparacion de medias de altura en el Citrus limon

En las estacas de naranja durante el periodo de evaluacion en el tratamiento de lombricomposta + purin de ortiga
se logré hasta 11.61 cm, seguida el estiércol de vaca + purin de ortiga y hojas secas + purin de ortiga con 8.36 cm,
superando el valor de testigo que fue de 7.63 cm (Cuadro 2).

Tratamientos Media (cm) Agrupacion
Lombricomposta-suelo + purin de ortiga 11.6144 A

Estiércol de vaca-suelo + purin de ortiga 8.9167 B

Hojas secas-suelo-suelo + purin de ortiga 8.3600 BC

Testigo 7.6433 C

Cuadro 1. Comparacion de medias de altura en el cultivo de Citrus sinensis

Aplicando de igual manera en rosas la lombricomposta-suelo + purin de ortiga present6 el valor méas alto con
11.69 cm, posteriormente el estiércol de vaca-suelo + purin de ortiga con 9.05 cm, hojas secas-suelo + purin de
ortiga con 8.3 y testigo con 7.62 cm (Cuadro 3).

Tratamientos Media (cm) Agrupacion

Lombricomposta-suelo + purin de ortiga 11.6933 A
Estiércol de vaca-suelo + purin de ortiga 9.0556 B
Hojas secas-suelo-suelo + purin de ortiga 8.3044 BC
Testigo 7.6211 C

Cuadro 3. Comparacion de medias de altura en Rosa grandiflora
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Analisis

Los resultados obtenidos coinciden con Oliver et al., (2018) quienes sefialan que, el purin (fermentado aerébico)
de ortigas es recomendable como estimulador del crecimiento en las plantas, sin embargo, falta informacién de su
uso en plantas lefiosas, ya que los trabajos encontrados se refieren (inicamente a hortalizas. Castillo y Espejo (2015)
mencionan que el efecto del purin de hojas de Urtica dioica L. “ortiga” sobre el crecimiento de Raphanus sativus L.
“rabanito” en condiciones de laboratorio, se expresa positivamente en los parametros: crecimiento, indicaron que se
han obtenido excelentes resultados en la activacidn de la germinacion con el uso de purin de Urtica dioica L. ya que
al estar los nutrientes debidamente distribuidos, permite que el nitrégeno que es un constituyente de un gran nimero
de compuestos organicos, incluidas las hormonas de crecimiento producir mejor efecto en el cultivo de rabanito. Se
cree que el purin estimula el crecimiento de diferentes cultivos, sus efectos se atribuyen en parte a que contribuye
con microorganismos al suelo, que aceleran los procesos microbianos como la transformacion de la materia
organica, aumentando las cantidades de nutrientes que pueden ser asimilados por las plantas, esto influiria
positivamente sobre el desarrollo y el rendimiento de los cultivos (Cavigioli y Oliver, 2018).

Al igual que, Oliver et al. (2018) quienes demostraron que las aplicaciones de las diferentes dosis de purin en
cultivo de hortalizas en ningln caso generaron un efecto perjudicial para el crecimiento de las plantas y el purin
100% mostrd efectos significativos, respecto del tratamiento control. Este purin resulta valioso al combinarse a la
lombricomposta, un complejo constituido por una amalgama de deyecciones de lombriz (incluyendo metabolitos
propios de las especies utilizadas), materia organica humificada y microorganismos, cuya adicion a los medios de
cultivo es capaz de incrementar la germinacion, el crecimiento, la floracion, la fructificacion y la resistencia a
patégenos de una gran cantidad de especies vegetales (Dominguez, Lazcano y Gomez, 2010). Es asi como, al
combinar purin de ortiga y lombricomposta ambos contribuyeron en la estimulacién del crecimiento de las plantas
demostrando ser el mejor tratamiento, debido a que el purin es un abono 100 % natural, por poseer un alto contenido
en microelementos y minerales como: el hierro (Fe), calcio (Ca), fésforo (P), Silicio (Si) y principalmente Nitrdgeno
(N) siendo un nutriente necesario para las plantas en crecimiento, ademas de aportar vida al suelo (Amagua, 2020)

Conclusiones
La combinacién entre lombricomposta — suelo + purin fue el tipo de abono organico que presenté mayor
efectividad en el crecimiento de los frutales (Citrus limén, Citrus sinensis) y ornamental (Rosa grandiflora) en la
Sierra Hidalguense, ya que se evidencié un efecto positivo hacia los cultivos con plantas de mayor altura. Asimismo,
esta investigacion permitio el establecimiento de una metodologia para la preparacion del purin de ortiga, la
fermentacién del mismo y su combinacion con sustratos organicos con el fin de aumentar los volimenes
cosechados.

Limitaciones

La investigacion realizada present6 limitaciones en cuestion de tiempo y también econémico al utilizar
recursos propios y disponibles en la region de la Sierra Hidalguense. Al replicar la investigacién se requiere integrar
otros variables que permite evaluar la efectividad del purin de ortiga y los demas insumos utilizados. Asimismo,
validar estos resultados en otras especies de plantas, involucrando dosis diferentes de purin de ortiga.

Recomendaciones
Se recomienda investigaciones que evallen el efecto del purin de ortiga en el crecimiento y desarrollo de
plantas lefiosas.
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Apéndice
Morfologia y Ecologia de Urtica dioca L.

Urticaceae (Subdivision Magnoliophytina, clase Magnoliopsida, subclase Hamamelididae)

Urtica dioica L. Cast.: Ortiga mayor Eusk.: Asun handi

Caracteres diagnosticos: Hierba perenne, con tallos postrados, delgados y persistentes (similares a rizomas), que
producen cada afio ramas aéreas verticales de hasta 1,5 m de altura. Hojas opuestas, pecioladas, ovado-lanceoladas,
de margen serrado y con estipulas. Las partes aéreas con abundantes pelos patentes, algunos de los cuales (los méas
largos) son urticantes. Es una planta dioica (= diferenciada en individuos masculinos -a la izquierda en la imagen- y
femeninos -a la derecha-). Las flores aparecen en inflorescencias ramificadas (paniculas) que cuelgan de los nudos
superiores. Individualmente son pequefias y poco llamativas, tienen un perianto monoclamideo de 4 piezas de color
verde, y 4 estambres (las masculinas) o el gineceo (las femeninas). Este es bicarpelar y consta de ovario stpero y
estigma sésil, £ plumoso. El fruto es un pequefio aquenio. Florece en primavera y verano.

Forma vital: Hemicriptdfito.

Ecologia y distribucion en la Peninsula Ibérica: Planta nitrofila, vive en huertas, caminos, y lugares nitrificados
en general, con una cierta humedad. En la Peninsula, solamente falta en las regiones mas secas.

Distribucion general: De origen eurasiatico, es actualmente subcosmopolita.
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