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Aqueous citricacid as
“green” reaction media
for the synthesis of
octahydroxanthenes

Acido citrico acuoso
como medio de reaccion
“verde” en la sintesis de
octahidroxantenos

Acido citrico aquoso
como meio de reacao
“verde” para a sintese de
octaidroxantenos

Abstract

Resumen

Resumo

A simple, convenient and environmentally
friendly one-pot procedure for the synthesis
of 1,8-dioxo-octahydroxanthenes by the
reaction of dimedone and aromatic aldehydes
in aqueous citric acid is described. In this
green synthetic protocol promoted by the
reaction media, the use of any other catalysts
and hazardous organic solvents are avoided,
making the work up procedure greener

and easier. The isolation of the products,
obtained in good yields, is readily performed
by filtration and crystallization from ethanol
when required and the aqueous acidic media
can be easily recycled and reused several times
without significant loss of catalytic activity.

En esta contribucién se describe un
procedimiento one-pot simple, conveniente
y medioambientalmente amigable para la
sintesis de 1,8-dioxo-octahidroxantenos
mediante la reaccion de dimedona y aldehidos
arométicos en 4cido citrico acuoso. En este
protocolo de sintesis “verde”, promovido

por el medio de reaccion, se elimina el uso
de otros catalizadores y solventes organicos
peligrosos, haciendo el tratamiento final de
la reaccion mas facil y “verde” El aislamiento
de los productos, obtenidos con buenos
rendimientos, se lleva a cabo mediante
filtracion y recristalizacion en etanol cuando
es necesario y el medio acuoso 4cido puede
ser reciclado y reutilizado varias veces sin
pérdida significativa de la actividad catalitica.

E descrito um procedimento simples,
conveniente, e ambientalmente amigavel para
a sintese de 1,8-dioxo-octaidroxantenes pela
rea¢do de dimedona e aldeidos arométicos
em acido citrico aquoso em uma s6 etapa. Em
este protocolo de sintese verde, promovido
pelo meio de reagéo, a utilizagdo de algum
outro catalisador e solvente organico perigoso
¢ evitada, fazendo o procedimento mais facil
e mais “verde”. O isolamento dos produtos,
obtidos em grande rendimento, ¢ feito por
meio de filtragdo e cristalizacdo a partir de
etanol quando é requerido e 0 meio aquoso
acido pode ser facilmente recuperado

e reutilizado vérias vezes sem perder
significativamente sua atividade catalitica.

Keywords: Citric acid, dimedone, green
synthesis, octahydroxanthenes.

Palabras clave: icido citrico, dimedona,
sintesis verde, octahidroxantenos.

Palavras-chave: acido citrico, dimedona,
sintese verde, octaidroxantenos.

Introduction

XANTHENES ARE A VERY INTERESTING CLASS of oxygen-containing het-
erocycles with a large number of naturally occurring and synthetic deriv-
atives (1-6). A variety of xanthenes and derivatives based on this nucleus
exhibit potential applications in the field of medicinal chemistry and ma-
terials science as anti-viral (7), anti-bacterial (8), and anti-inflammatory
agents (9), as fluorescent materials (10), in photodynamic therapy (11,
12), dyes (13), luminescent sensors (14), and laser technologies (15).
Recently enormous efforts has been made in expanding the scope
of the synthesis of 1,8-dioxo-octahydroxanthenes, being the condensa-
tion of the appropriate aldehyde and dimedone or 1,3-ciclohexanedione

the commonly performed method for obtaining these heterocyclic com-
pounds. Several synthetic procedures using alternative solvents (16),
solvent-free conditions with different catalysts (17-23), ionic liquids
(24-27), homogeneous (28-30), and heterogeneous (31-38) catalysts, as
well as microwave (39) and ultrasound-assisted (40-44) synthesis have
been reported. Although many of the reported methods are effective,
some of them require a previous preparation of the catalyst or involve
the use of expensive reagents, toxic solvents, tedious work-up, low
yields, long reaction times and harsh reaction conditions.

Citric acid is a low-cost, non-volatile, stable, readily available weak
organic acid produced by several microbial fermentation processes, sub-
strates and microorganisms (45). It is a natural preservative and anti-
oxidant available in vegetables and fruits, most notably in citrus fruits
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where it constitutes around 8% of the dry weight. In food chemistry, this
acid has been used in the production of candies, fruit juice, ice cream,
marmalade, jelly, also to supress the browning process in fruits and as
a synergetic compound for antioxidants (46). Citric acid forms a wide
range of salts and complexes with metals like copper, iron, manganese,
magnesium and calcium, being this the reason for its use as a sequester-
ing agent in industrial processes and as an anticoagulant blood preser-
vative. In fats and oils citric acid acts as antioxidant reducing the metal-
catalysed oxidation by chelating traces of metals such as iron. Other
pharmaceutical and industrial applications include antioxidant (vita-
mins and cosmetics), salt formation (iron preparations), sequestering
(cleaning metals, polimerizations) and buffering (detergents and pho-
tography) (47). In the field of organic synthesis, this acid has been used
as efficient promoter of the Beckmann rearrangement (48, 49) and for
the synthesis of dihydropyrimidin-(2H)-ones (50), 2,3-dihydroquinaz-
olin-4(1H)-ones (51) and quinolones (52).

Recently, we described the simultaneous synthesis and photophysical
characterization of decahydroacridine-1,8-diones and 1,8-dioxo-octahy-
droxanthenes, where a competitive one-pot reaction yielding both prod-
ucts was achieved under refluxing acetic acid (53). In connection with
our ongoing studies on the photophysical properties of chromophoric
compounds (54) and motivated for the aforementioned results, we decide
to develop a green synthetic methodology, in which a selected group of
xanthene derivatives could be obtained avoiding harsh conditions.

In the present work, we report an efficient, convenient and envi-
ronmentally friendly one pot procedure for the synthesis of 1,8-dioxo-
octahydroxanthenes by the use of aqueous citric acid as a green reaction
media which promoted the reaction.

Materials and methods

General

All chemicals were purchased from Merck, Aldrich and Fluka Chemical
companies and used without further purification. Absolute ethanol and
glacial acetic acid were used as solvent for some reactions. Solutions of
organic acids were prepared in distilled water. Melting points were de-
termined using open glass capillaries on a Stuart SMP10 melting point
apparatus and are uncorrected. The infrared spectra (IR) were recorded
using a Shimadzu IR prestige 21 FT-IR™ instrument with potassium
bromide pellets. The '"H-NMR (400 MHz) and “C-NMR (100 MHz)
spectra were measured in CDCI, using a Bruker Avance 400™ spectrom-
eter and chemical shifts are expressed in § ppm using TMS as internal
standard. HPLC-MS analyses was performed in a Shimadzu LCMS-IT-
TOF™ equipment (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with an electro-
spray ionisation (ESI) probe. The electrospray ionization (ESI) probe
was operated simultaneously in the positive and negative mode: CDL,
250 °C; block at 200 °C; flow gas (N,) at 1,5 L/min; CDL voltage, 1,8 kV;
ion accumulation, 20 ms; and scan range m/z, 100-2000 u. The energy
of the collision gas (Argon) was fixed at 50%. LCMS Solution software
was used for data collection and analysis. All reactions were conducted
in a 5 mL capped flask equipped with a magnetic stirring.

General synthetic methodology

A mixture of the selected aldehyde (0.5 mmol) and 5,5-dimethylcyclo-
hexane-1,3-dione (1,0 mmol) in 0.3 M citric acid (2.0 mL) was stirred
at 90 °C for the appropriate time. After reaction completion (TLC), the
formed solid was filtered, washed with water and recrystallized from
ethanol when required.

Selected spectral data

3,3,6,6-Tetramethyl-9-phenyl-3,4,5,6,7,9-hexahydro-1H-xanthene-
1,8-(2H)-dione 3a

White solid. Yield 85% (148 mg, 0.42 mmol), mp 204-206 °C. FT-IR
(KBr pellet, cm™): 2956, 2854, 1662, 1491. 'H NMR (400MHz, CDCI,)
8 (ppm): 7.30 (dd, 2H, *J= 7.0 Hz, J= 1.5 Hz), 7.23 (t, 2H, 3= 7.2 Hz),
7.12 (t, 1H, 3J= 7.3 Hz), 4.77 (s, 1H), 2.48 (s, 4H), 2.25 (d, 2H, = 16.3
Hz), 2.18 (d, 2H, *J= 16.3 Hz), 1.12 (s, 6H), 1.01 (s, 6H). *C NMR (100
MHz, CDC13) S (ppm): 196.3, 162.2, 144.1, 128.3, 128.0, 126.3, 115.6,
50.7,40.8, 32.2, 31.8, 29.2, 27.3. HRMS (ESI-TOF) calcd. for C,;H, O, :
[M+H]*: 351.1882; found: 351.1882.

9-(4-(Dimethylamino)phenyl)-3,3,6,6-tetramethyl-3,4,5,6,7,9-
hexahydro-1H-xanthene-1,8(2H)-dione 3¢

White solid. Yield 80% (157.4 mg, 0.40 mmol), mp 219-221 °C. FT-IR
(KBr pellet, cm™): 2952, 2875, 1659, 1572. '"H NMR (400 MHz, CDCL,)
8 (ppm): 7.14 (d, 2H, ¥= 8.8 Hz), 6.60 (d, 2H, 3= 8.7 Hz), 4.66 (s, 1H),
2.87 (s, 6H), 2.45 (s, 4H), 2.23 (d, 2H, ?J= 16.3 Hz), 2.17 (d, 2H ¥J= 16.3
Hz), 1.09 (s, 6H), 1.00 (s, 6H). *C NMR (100 MHz, CDCl,) § (ppm):
196.6, 161.8, 128.9, 116.0, 112.4, 50.7, 40.8, 40.7, 32.2, 30.6, 29.2, 27 4.
HRMS (ESI-TOF) calcd. for C,.H, NO, : [M+H]": 394.2304; found:
394.2333.

9-(4-Chlorophenyl)-3,3,6,6-tetramethyl-3,4,5,6,7,9-hexahydro-
1H-xanthene-1,8(2H)-dione 3g

White solid. Yield 83% (159.5 mg, 0.41 mmol), mp 230-232 °C. FT-IR
(KBr pellet, cm™): 2954, 2875, 1661, 1573. 'TH NMR (400 MHz, CDCIS)

8 (ppm): 7.13-7.24 (m, 4H), 4.71 (s, 1H), 2.46 (s, 4H), 2.21 (m, 4H), 1.10
(s, 6H), 0.99 (s, 6H). *C NMR (100 MHz, CDCL,) § (ppm): 196.3, 162.4,
142.7,132.0, 129.8, 128.2, 115.83, 50.7, 40.9, 32.2, 31.5, 29.3, 27.3. HRMS
(ESI-TOF) calcd. for C,;H, ClO, : [M+H]*: 385.1492; found: 385.1501.
3,3,6,6-Tetramethyl-9-(2-nitrophenyl)-3,4,5,6,7,9-hexahydro-
1H-xanthene-1,8(2H)-dione 3i

Yellow solid. Yield 78% (154.2 mg, 0.39 mmol), mp 258-261°C. FT-IR
(KBr pellet, cm™): 2954, 2935, 1662, 1515, 1463. "H NMR (400 MHz,
CDCL,) & (ppm): 7.76 (d, 1H, ¥J= 7.3 Hz), 7.43 (m, 1H), 7.37 (d, 1H, ¥J=
7.4 Hz), 7.24 (m, 1H), 5.51 (s, 1H), 2.46 (s, 4H), 2.23 (d, 2H, ¥J=16.3
Hz), 2.16 (d, 2H, ?J= 16.3 Hz), 1.10 (s, 6H), 1.01 (s, 6H). *C NMR (100
MHz, CDCI3) S (ppm): 196.4, 196.4, 192.2, 163.0, 149.8, 131.9, 127.2,
124.6, 114.1, 50.6, 40.8, 32.1, 28.9, 27.6. HRMS (ESI-TOF) calcd. for
C,H,NO,: [M+H]*: 396.1733; found: 396.1763.

237726

Results and discussion

Since our interest was focused on the development of a green synthetic
methodology for the synthesis of a selected group of 1,8-dioxo-octahy-
droxanthenes, the reaction of dimedone with benzaldehyde was used as
a model reaction in order to find the best reaction conditions (Table 1).

The use of solvents like acetonitrile and dimethyl sulfoxide gave the
tetraketone 4a in very poor yields (Table 1, entries 2 and 4). On the
other hand, ethanol, THF and water afforded the tetraketone 4a in good
yields; however formation of 3a was not detected (TLC) (Table 1, entries
1, 3,and 5). As reported by Yu and co-workers (55), the formation of 4a
can be explained by the fact that these solvents may help in the enoliza-
tion of dimedone by making hydrogen bonds with the OH of the enol
form of 2 and, thus, it increases the nucleophilic character of the methy-
lene carbon (C-2). In addition, water and ethanol can also increase the
electrophilic character of the carbonyl carbon of benzaldehyde by form-
ing hydrogen bonds with the carbonyl oxygen.

6
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Table 1. Optimization of reaction conditions for the synthesis of 3a’.

0 0 0 Ph 0 Ph
©)\ H o+ Zj/ _— \M/ +
0 0
OH OH
1a 2 3a 4a
Yield (%)

Entry Time (h) T (°C) Solvent 3a fa
1 6 70 EtOH --- 78
2 6 70 CH,CN 10
3 6 60 THF --- 80
4 6 100 DMSO --- 15
5 6 80 H,0 75
6 6 100 Acetic acid 65 -
7 8 100 Acetic acid 50% 58 ---
8 6 90 0.3 M Oxalic acid 77 -
9 6 90 0.3 M Succinic acid 80 ---
10 6 90 0.3 M Tartaric acid 78 -
11 6 90 0.3 M Citric acid 85 ---
12 8 90 0.15 M Citric acid 50 20
13 6 90 Lemon juice 86 ---

¢1a: 0.5 mmol; 2: 1.0 mmol; solvent: 2.0 mL. ° Isolated yield.

It is known that the 1,8-dioxo-octahydroxanthenes can be ob-
tained by intramolecular cyclization of 4a promoted by acid catalysts
(29, 31, 35). Therefore, acetic acid and other naturally occurring or-
ganic acids were examined for the obtention of 3a (Table 1, entries 6
to 13). Acetic acid afforded 3a with 65% yield, but a dilution of 50%
decrease the yield to 58%. When 0.3 M solutions of oxalic, succinic,

tartaric and citric acid were used as reaction media, yields above 77%
were obtained for compound 3a and no tetraketone 4a was detected
(Table 1, entries 8 to 11). However, similarly to entry 7, when the con-
centration of citric acid decreased the compound is formed in a low
yield together with 4a. Interestingly, lemon juice also provided com-
pound 3a in good yield. As shown in Figure 1, at the beginning of the

Figure 1. Reaction progress for the reaction of benzaldehyde and 5,5-dimethyl-1,3-cyclohexanedione in 0.3 M citric acid (left: beginning of the reaction; right: the end of the reaction).

Rev. Colomb. Quim. 2013, 42(2), 5-11.
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Figure 2. Reusability of the reaction media for the obtention of 3a.

reaction after benzaldehyde and 5,5-dimethyl-1,3-cyclohexanedione
were added to aqueous citric acid (2 mL, 0.3M), a two-phase heteroge-
neous system was formed (Figure 1 left). After this, within the reaction
progress, the formation of a white solid was observed. This precipitate
product (Figure 1 right) could be easily filtrated and washed with wa-
ter and aqueous ethanol. The same phenomenon was observed when
the other aqueous naturally occurring organic acids and lemon juice
were used.

Table 2. One-pot reaction of dimedone 2 and different aromatic aldehydes 1a-k*.

To study the reusability of the acidic media, we performed the same
experiment described above by using lemon juice and 0.3 M citric acid
(highest yields found, Table 1). After the reaction was completed the
mixture was cooled to room temperature and the product was isolated
by filtration. The recovered citric acid aqueous solution and lemon
juice were reused as acidic media for three additional reactions to ob-
tain the compound 3a. These experiments showed small decreases in
the yield of 3a, which evidence the high reusability of this reaction me-
dia (Figure 2).

Additionally, using the best experimental conditions to perform the
xanthene synthesis, indicated in entries 11 and 13 of Table 1, we exam-
ine the scope and generality of the citric acid and lemon juice-mediated
synthesis by employing various aromatic aldehydes (Table 2). First,
the reaction was carried out by using a series of different aldehydes,
5,5-dimethylcyclohexane-1,3-dione and lemon juice as solvent (Table
2, entries 2, 6, and 8). Although lemon juice was proved to be capable of
promoting the reaction with benzaldehyde, it was found that when both
electron-rich and electron-deficient aromatic aldehydes were used, the
reaction was not completed and a mixture of the desired xanthene and
tetraketone was obtained in low yields, together with starting materials
(Table 2, entries 2, 6, and 8). Increasing the reaction time and tempera-
ture did not improve the yield of xanthenes and the lemon juice turned
brown probably due to the decompositions of some components present
in it. However, when the reaction was conducted in 0.3 M citric acid the
xanthene derivatives 3b, 3f and 3h were obtained in good yields (Table
2, entries 2, 6, and 8). Following the same procedure, both electron-rich
(Table 2, entries 3-5) and electron-deficient aromatic aldehydes (Table
2, entries 7 and 9) as well as heteroaromatic aldehydes (Table 2, entries
10 and 11) were converted into desired products in moderate to good

0

0
R)J\H+2 s
0
2

0 R 0
3a-k

Ta-k
Yield®
Entry Aldehyde Product Mp [ref.] °C
Lemon juice 0.3 M citric acid
1 Benzaldehyde (1a) 3a 86 85 204-206 [17]
2 4-Methoxybenzaldehyde (1b) 3b 20, 5¢ 78 245-248 [17]
3 4-Dimethylaminobenzaldehyde (1c) 3c --- 80 219-221 [17]
4 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyde (1d) 3d - 83 204-207 [18]
5 Piperonal (le) 3e --- 82 218-220 [18]
6 4-Bromobenzaldehyde (1f) 3f 22,12¢ 84 228-230 [25]
7 4-Chlorobenzaldehyde (1g) 3g --- 83 230-232 [17]
8 4-Nitrobenzaldehyde (1h) 3h 25, 10¢ 85 225-227 [17]
9 2-Nitrobenzaldehyde (1i) 3i --- 78 258-261 [17]
10 2-Pyridinecarbaldehyde (1j) 3j --- 79 190-192 [18]
11 2-Thiophenecarbaldehyde (1k) 3k - 73 163-165 [18]

21a-k: 0.5 mmol, 2: 1.0 mmol, 2.0 mL of reaction media, 6h, 90 °C. ® Isolated yield. <Yield of the corresponding tetaketone obtained.
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Figure 3. Mechanism proposed to obtain 1,8-dioxo-octahydroxanthenes 3a-k.

yields. It is important to note here that just compounds 3i-3k were pu-
rified by recrystallization from ethanol and the other derivatives were
obtained as pure compounds after washing with water and aqueous
ethanol.

A plausible mechanism for the formation of compounds 3a-k is
given in Figure 3. First, the formation of the Knoevenagel adduct 6 pro-
moted by citric acid takes place by the reaction of the enolic form of
dimedone 5 with the aromatic aldehyde. Then 6 may further undergo
Michael addition with another molecule of dimedone, in its enol form,
to yield intermediate 7, which after a dehydration reaction gives com-
pounds 3.

Conclusions

We described a simple, practical, economically viable and environmen-
tally benign one-pot method for the synthesis of 9-aryl-1,8-dioxo-oc-
tahydroxanthenes. All reactions were performed in aqueous citric acid
under mild conditions and using aromatic aldehydes containing both
electro-donating and electron-withdrawing groups yielding the desired
compounds in good yields.

Compared with the previously reported methods, our green proto-
col has the following advantages: mild reaction conditions, all products
could be easily isolated by filtration avoiding the use of toxic organic
solvents for the workup and thus minimizing waste, easy purification by
recrystallization in ethanol when required (bypassing the need for cost-
ly column chromatography), reusability of the reaction media and the
use of low-cost and readily available citric acid to promote the reaction.
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Produccion y purificacion
de anticuerpos aviares
(1gYs) a partir de cuerpos
de inclusion de una
proteina recombinante
central en el metabolismo
del NAD*

Production and
purification of avian
antibodies (IgYs) from
inclusion bodies of a
recombinant protein
central in NAD*
metabolism

Producao e purificacao de
anticorpos aviarios (1gYs)
empregando os corpos de
inclusao de uma proteina
recombinante importante
para o metabolismo do
NAD*

Resumen

Abstract

Resumo

El uso de gallinas para la produccion

de anticuerpos policlonales reduce la
manipulaciéon animal, obteniendo ademas
una gran cantidad de anticuerpos. Las aves
presentan mayor distancia filogenética entre
sus antigenos y los de mamiferos lo que ofrece
altos porcentajes de anticuerpos especificos.
La produccion de anticuerpos requiere
antigenos en cantidades considerables;

por ello es creciente el uso de proteinas
recombinantes para tales fines. No obstante,
la obtencién de proteinas en sistemas
heter6logos conduce frecuentemente a la
precipitacion en agregados insolubles de
limitada utilidad (cuerpos de inclusion).

Se presenta una metodologia para la
produccién de anticuerpos policlonales (IgYs)
empleando cuerpos de inclusién (CI) como
antigeno. Los CI purificados e inoculados
corresponden a la Nicotinamida/Nicotinato
Mononucleotido Adenililtranferasa
(His-GiNMNAT) de Giardia intestinalis
expresada en Escherichia coli. La purificacién
del antigeno se llevo a cabo mediante
solubilizacién y renaturalizacion. Los
anticuerpos se purificaron de la yema de
huevo de gallinas imunizadas mediante
dilucién en agua, seguida de precipitacion
con sulfato de amonio al 60% y afinidad
tiofilica. Los anticuerpos fueron evaluados
mediante inmunoblot empleando la proteina
His-GiNMNAT. De una yema de huevo se
obtuvieron 14,4 mg de IgYs, con alta pureza
y con un reconocimiento de hasta 15 ng de
His-GINMNAT. Se mejoro la especificidad de

In contrast with other animal models, the use
of hens for polyclonal antibodies production
not only reduces animal intervention, but
also increases the quantity of the obtained
immunoglobulins. The phylogenetic distance
between birds and mammals, leads to

more specific avian antibodies than their
mammalian counterparts. Since a large
amount of antigen is required for avian
antibody production, the use of recombinant
proteins for this procedure has been growing
faster over the last years. Nevertheless,
recombinant protein production through
heterologous systems, frequently leads

to the formation of insoluble and useless
aggregates (inclusion bodies, IC). This
article presents a strategy to produce avian
polyclonal antibodies (IgYs) from IC. In
order to obtain the antigen, the Giardia
intestinalis nicotinamide mononucleotide
adenylyltransferase recombinant protein
(His-GiNMNAT) was expressed in
Escherichia coli. The His-GiNMNAT protein
was purified through IC solubilization and
re-folding. The purified protein was use

to immunize hens. The antibodies were
purified from egg yolk by water dilution,
followed by ammonium sulfate precipitation
and thiophilic affinity chromatography.
Specificity of the purified antibodies was
tested against the His-GiNMNAT protein
through Western blot essays. In terms of
yield, 14.4 mg of highly pure IgY's were
obtained from one egg yolk; these antibodies
were able to detect 15 ng of antigen. IgY's

12
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A utilizagdo de galinhas para a produgéo de
anticorpos policlonais, diminui a intervengdo
sobre o animal e permite a geragao de
grandes quantidades de anticorpos. As aves
tém maior distancia filogenética entre os seus
antigenos em comparagdo com os mamiferos,
oferecendo altos porcentagens de anticorpos
especificos. A produgio de anticorpos
requerem quantidades consideraveis de
antigénio, por conseguinte, ¢ comum a
utilizagdo de proteinas recombinantes para
esta finalidade. No entanto, a produgédo de
proteinas em sistemas heterélogos muitas
vezes leva a precipitagdo em agregados
insolaveis de utilidade limitada (corpos de
inclusdo).

Este trabalho apresenta uma metodologia
para a produgao de anticorpos policlonais,
utilizando proteina recombinante a partir
de corpos de inclusdo. O antigeno utilizado
foi a proteina Nicotinamida / Nicotinato
Mononucledtido Adenililtranferasa de
Giardia intestinalis gerada em Escherichia coli
(His-GiNMNAT). A purificagao do antigénio
foi feita por solubilizaao e renaturalizago.
Os anticorpos foram purificados a partir da
gema de ovo de galinhas imunizadas pelo
método de diluigdo em dgua, seguido de
precipita¢do com sulfato de amonio (60%)

e afinidade tiofilica. Os anticorpos foram
avaliados por imunoblot utilizando a proteina
His-GiNMNAT. De uma gema de ovo foram
obtidos 14,4 mg de IgYs com pureza elevada.
Estes anticorpos podem reconhecer até 15

ng de His-GINMNAT. A especificidade dos
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los IgY's mediante una purificacién adicional
por afinidad al antigeno, lo cual permitiria su
empleo para el reconocimiento de la proteina
del parasito.

specificity was improved by means of
antigen affinity purification, allowing its
implementation for endogenous detection of
GiNMNAT protein in G. intestinalis.

IgYss foi reforcada por outra purificagdo por
afinidade pelo antigénio. Isto ird permitir

a sua utilizacdo para o reconhecimento da
proteina do parasita.

Palabras clave: anticuerpos, IgYs, cuerpos
de inclusion (CI), Giardia intestinalis, NAD*,
NMNAT.

Keywords: Antibodies, IgYs, inclusion
bodies, Giardia intestinalis, NAD*, NMNAT.

Palavras-chave: anticorpos, IgYs, corpos
de inclusio (CI), Giardia intestinalis, NAD*,
NMNAT.

Introduccion

Los PROTOZOOS DEL GENERO Giardia son considerados modelos biolo-
gicos de gran interés en razén a su posicién evolutiva basal, metabolis-
mo reducido y simplicidad estructural. Son pardsitos de mamiferos que
constituyen un problema de salud puablica, humana y veterinaria a nivel
mundial (1). Giardia intestinalis es un eucariota ancestral con vias me-
tabolicas simplificadas, similares a las procariotas, muchas de las cuales
permanecen sin ser dilucidadas.

El Dinucleétido de Nicotinamida y Adenina (NAD*) en sus diversas
formas (NAD*, NADH, NADP*, NADPH") tiene un rol fundamental
como cofactor de 6xido-reductasas, tanto en reacciones catabolicas,
como en procesos anabdlicos (2-4). Adicionalmente, en la ltima déca-
da se ha acumulado evidencia sobre el papel del NAD* como sustrato
para la modificacion covalente de proteinas y la generacion de movili-
zadores de calcio (3, 5, 6).

Teniendo en cuenta la multifuncionalidad del NAD*, muchos pro-
cesos celulares son regulados mediante las rutas de sintesis y consumo
de esta molécula, siendo su sintesis indispensable para la viabilidad ce-
lular (7,8). En organismos como Giardia, el estudio de este tipo de vias
centrales es un punto clave para evaluar la divergencia de la maquina-
ria celular ya que al estudiar el metabolismo energético en organismos
basales, se puede tener una mejor comprension de estos procesos en
organismos mds complejos (9).

El transcriptoma de Giardia intestinalis reporta dos secuencias can-
didatas para la Nicotinamida / Nicotinato Mononucleétido Adenilil-
transferasa (GINMNAT), enzima central en la sintesis del NAD", ya que
constituye el punto de convergencia entre las vias de sintesis conocidas
para esta molécula (10). En trabajos realizados previamente, ambas se-
cuencias fueron evaluadas en sistemas heterdlogos mediante el uso de
proteinas recombinantes, obteniéndose la primera evidencia de la ex-
presion a nivel proteico de ambas isoenzimas; ensayos adicionales han
permitido confirmar ambos candidatos como enzimas activas in vitro
(11-13).

La produccién de proteinas recombinantes conduce frecuentemente
a la formacion de cuerpos de inclusion que se definen como agregados
insolubles compuestos casi exclusivamente por proteina recombinan-
te en diferentes estados de plegamiento (14). Los cuerpos de inclusion
se consideran un efecto no deseado en ensayos funcionales debido a la
pérdida de la estructura nativa; algunas veces, las proteinas pueden ser
recuperadas a través de solubilizacion en agentes denaturantes, seguida
de renaturalizacion. A pesar de la pérdida de la estructura tridimensio-
nal, la estructura primaria no se ve alterada y esto permite su empleo
como un excelente antigeno para el desarrollo de anticuerpos.

En el presente trabajo se realizé la produccién de anticuerpos poli-
clonales contra una de las isoenzimas de Giardia intestinalis empleando
modelos aviares. Los anticuerpos policlonales constituyen herramientas
de gran interés en la investigacion cientifica; por tanto, hoy en dia se
hace mas exigente, no so6lo su calidad, sino también la metodologia em-
pleada para su produccion. Tanto en la sangre como en la yema de hue-
vo de las aves se acumula una inmunoglobulina G homologa, conocida
como IgY. Estas inmunoglobulinas son transferidas desde el sistema cir-

culatorio de la gallina a través del oolema hacia el ovocito en desarrollo
en el foliculo ovérico. Se producen entre 70 y 100 mg de IgY de acuerdo
al tamafio del huevo, siendo una fuente abundante de anticuerpos po-
liclonales que pueden ser adquiridos a partir de huevos obtenidos de
gallinas inmunizadas sin involucrar la muerte del animal (15-20). En
este trabajo se presenta la obtencion, purificacion y caracterizacion de
anticuerpos IgY contra una de las isoenzimas GINMNAT obtenida a
partir de cuerpos de inclusion.

Materiales y métodos

Obtencion del antigeno

La proteina recombinante His-GINMNAT se obtuvo a partir del clon
de expresion BL21 (DE3) - transformado con el vector pET100D-TO-
PO/ginmnat; un pre-indculo de las células crecié a 37 °C durante toda
la noche en medio Luria Bertani (AMRESCO®) suplementado con 100
pg/ml de ampicilina (Genfar®). Posteriormente se realizé una dilucién
1/100 del pre-indculo en medio Luria Bertani (AMRESCO®) y se llevd
a cabo la induccién a la OD, =~ 0,6 empleando Isopropil-tio-glacto-
pirandsido (IPTG) (Fermentas®) a una concentracién final de 1mM,
de acuerdo a condiciones experimentales estandarizadas previamente
(11-12, 15). Las células fueron colectadas por centrifugacién a 6000
rpm durante 10 min; los lisados se obtuvieron mediante el tratamiento
de las células con lisozima (1 pg/ml) y la maceracion de los mismos se
realizé bajo nitrogeno liquido. La separacion de fracciones proteicas
solubles e insolubles (cuerpos de inclusién, CI) se llevo a cabo median-
te centrifugacion de los lisados celulares obtenidos a 12000 rpm por
30 min.

La purificacién de la proteina se realiz6 mediante homogeneiza-
cién de la fraccion insoluble en solucion de lavado 1 (urea 2M, Tris/
HCI 100 mM pH 7, EDTA 5 mM, DTT 5 mM, Tritén X-100 2% p/v)
Triton X-100) y posterior centrifugacion a 12000 rpm durante 30 min a
4 °C. Para retirar el exceso de urea y detergente, el precipitado resultante
se homogeneizd en una solucién de lavado 2 (Tris/HCI 100 mM pH 7,
EDTA 5 mM, DTT 5 mM). El precipitado obtenido se homogeneizo
en buffer de re-suspension (hidrocloruro de guanidina 8 M, tris/HCI
50 mM pH 7, EDTA 5 mM, DTT 5 mM) vy se centrifugé a 14000 rpm
durante 1 hora (h) a 4 °C; de alli se separaron las fracciones solubiliza-
das de las insolubles (16). Las fracciones solubilizadas se sometieron a
proceso de dialisis. Las muestras obtenidas durante el proceso de purifi-
cacion se analizaron mediante SDS-PAGE.

Cuantificacion de proteinas

Se determind la cantidad de proteina antigénica total mediante un mé-
todo semi-cuantitativo (densitometria en gel). Se tomaron diferentes
volumenes (5, 10 y 15 pul) de la proteina antigeno (His-GiINMNAT) y
se prepararon para SDS PAGE 12%. La tincion de las bandas obtenidas
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Tabla1. Esquema de inoculacién de las gallinas para la obtencién de los anticuerpos aviares.

His-GNMNAT Control
Dia 0 30 60 0 30 60
Completo Incompleto Incompleto Completo Incompleto Incompleto
Adyuvante 150 pl 150 150 ul 150 ul 150 pl 150
Antigeno (ug) 150 150 150 --- --- -
Volumen inyectado (ul) ~300 ul ~300 pl ~300 ul ~300 ul ~300 ul ~300 pl

se realizd con azul de Coomassie 0,1% R-250. Los valores de érea e
intensidad de las bandas de interés en el gel obtenido se midieron en
el densitémetro de andlisis molecular (BioRad) empleando el software
IMAGE]J (18). Estos valores fueron interpolados de la curva estdndar
realizada con 0,5, 2 y 4 pg de BSA (Suero de Albimina Bovina, Sigma,
MO, USA).

Las anticuerpos aviares (IgY) se sometieron a cuantificacion de pro-
teina total por el método de Bradford, empleando BSA en diferentes
concentraciones como patrén para la curva de calibracién espectrofo-
tométrica.

Produccion de anticuerpos policlonales

Esquema de inmunizacion aviar y recoleccion de huevos

Se emplearon gallinas Babcock Brown de 19 semanas de edad (tres por
tratamiento). Se realizaron inoculaciones intramusculares con antigeno
His-GiNMNAT vy un control sin antigeno (Tabla 1). Se recogieron 72
huevos de cada gallina. Adicionalmente, para analizar los IgY plasma-
ticos, al cabo de un mes de inoculacién se tomaron muestras de sangre
de las aves.

Purificacion de los anticuerpos obtenidos

Deslipidacion de las yemas de los huevos recolectados

Se empled el método descrito por Akita y Nakai (19); se extrajo la yema
retirando la clara y se solubilizd en 9 volumenes de agua destilada; el
pH de la solucién se equilibré en 5,0. Se someti6 la soluciéon a 16 h de
agitacion a 4 °C'y se centrifugd a 8000 x g durante 30 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se conservo a -80 °C. 2 ml del sobrenadante se sometieron
a precipitacion con sulfato de amonio (60%). El precipitado se solubilizd
en 2 ml de PBS para posteriormente realizar analisis de ELISA y deter-
minar las yemas con mayor contenido de IgYs.

Cromatogrdfia tiofilica
A partir de los huevos que contenian la mayor cantidad de IgY, se reali-
z0 la purificacién de los mismos mediante métodos de afinidad (1). Se
adicionaron 87 mg de sulfato de sodio por cada mililitro de solucién a la
muestra. Se dializo a 4 °C toda la noche, se centrifugd dos veces a 10000
x g durante 30 min, se filtr6 tres veces utilizando membranas de 0,45
pum. Se utilizé el kit Pierce® Thiophilic Adsorbent, equilibrando la co-
lumna con 24 ml de buffer de unién (sulfato de potasio 0,5 M, fosfato de
sodio 50 mM, azida de sodio 0,05%, pH 8,0). A continuacion se aplicd
la muestra y se recogieron fracciones de 2 ml monitorizadas a 280 nm,
eliminando las proteinas no unidas mediante lavados con el buffer de
union. Las inmunoglobulinas se eluyeron, utilizando 24 ml de buffer de
elucion (fosfato de sodio 50 mM, azida de sodio 0,05%, pH 8,0).

Las fracciones obtenidas mediante ELISA y las IgYs eluidas se alma-
cenaron con glicerol 10% (V/V) a 4 °C (20). El procedimiento completo
de purificacién de IgY se visualiza mediante SDS-PAGE al 12%.

Obtencion de IgYs a partir de sangre de gallina

La sangre obtenida de la vena alar de las aves experimentales fue incu-
bada a 37 °C 30 min y posteriormente centrifugada. El suero resultante
fue suplementado con glicerol al 10% (v/v). Las muestras se conserva-
ron a -20 °C para posteriores ensayos.

Purificacion de anticuerpos IgY-aGiNMNAT por afinidad

al antigeno

1mg de la proteina recombinante antigénica fue cargada en SDS-PAGE
al 12% vy transferida a una membrana de nitrocelulosa. La banda co-
rrespondiente a la His-GiNMNAT (31 kDa.) fue evidenciada mediante
tincion con solucion de Ponceau S. (Sigma) y fue cortada y pre tratada
con una solucién de glicina 100 mM pH 2,5 por 10 min. Posteriormen-
te fue lavada durante 5 min con 100 ul de amortiguador Tris salino
(TBS) (50 mM de Tris, 150 mM NaCl); luego las membranas fueron
bloqueadas con TBS suplementando leche descremada al 5%, durante
1 h a temperatura ambiente y lavadas tres veces con TBS. Posterior-
mente las membranas fueron sumergidas en una alicuota de 100 pl del
anticuerpo puro durante 18 horas a 4 °C bajo agitacién. El anticuerpo
IgY-aGiNMNAT purificado se eluy¢ al incubar la membrana con 100
ul de una solucién de glicina 100 mM pH 2,5 durante dos minutos.
Seguidamente, el anticuerpo eluido se neutralizé de la solucién adi-
cionando 10 pl de Tris HCI 2M pH 8,5. La elucién se repiti6 tres veces
y se obtuvo un volumen final de 300 ul llegando a una concentracién
final de 150 mM Tris HCL. Los anticuerpos IgY-aGiNMNAT puros y
eluidos se cuantificaron mediante un ensayo de Bradford (15).

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Se realizaron ELISAs indirectos segtin procedimientos estandar (20,21).
Se emplearon placas de 96 pozos activadas con 10 ng de la proteina
recombinante His-GINMNAT; las IgYs a evaluar fueron empleadas en
dilucién 1:100 en PBS. Como anticuerpo secundario se emple6 IgG
de burro anti IgY acoplado a peroxidasa (diluciéon 1:100000, Sigma
Aldrich), utilizando como sustrato o-fenildiamina dihidrocloridrato
(OPD) (Thermo Scientific) a una concentracién de 0,4 mg/ml. Luego
de 30 min de reaccion, las placas se midieron a una densidad dptica
de 490 nm para evidenciar la reaccion colorimétrica producida por el
sustrato OPD.

Inmunodeteccion mediante inmunoblot

Con el objeto de evaluar los anticuerpos obtenidos, se realizaron ensayos
de reconocimiento sobre proteina recombinante en membranas de nitro-
celulosa (Thermo Scientific). Para ello, se sembraron diferentes concen-
traciones del antigeno en geles discontinuos SDS-PAGE al 12%, seguido
del proceso de electrotransferencia y bloqueo de inespecificidades con
TBS leche descremada al 5%. El reconocimiento se llevé a cabo mediante
imunodeteccion empleando las IgYs obtenidas como anticuerpo prima-
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rio; como anticuerpo secundario se utilizo IgG de burro anti IgY (Sigma)
MooN L S s 2 13 DS DS mediante el sistema de revelado de peroxidasa de rdbano con los sustratos
: cloronaftol y perdxido al 4% segun lo reportado (19).

Resultados y discusion

Como primer paso para la generacion de anticuerpos policlonales es
indispensable tener una gran cantidad de antigeno con un alto grado
de pureza. En trabajos previos se determind que la mayor cantidad de
proteina recombinante His-GiNMNAT, expresada en Escherichia coli,
se acumula en los cuerpos de inclusion (12, 13). Obtener proteinas en
forma de cuerpos de inclusion es desventajoso para el estudio bioldgico
de las mismas; sin embargo, estos resultan bastante utiles para la obten-
cién de altas cantidades de proteina, uno de los requisitos que deben
tener los antigenos a ser inoculados para la produccion de anticuerpos
en cualquier sistema por lo que se escogio esta fraccion como fuente del

Figura 1. Expresiény purificacion del antigeno (His-GINMNAT) a partir de los cuerpos de antigeno (14).
inclusion de . coli BL21. M: marcador de bajo peso molecular (kDa); NI: bacterias La purificacion de la proteina se llevé a cabo en tres pasos bdsicos:
no inducidas; I: bacterias inducidas; : fraccién soluble; IS: fraccién insoluble lavado, solubilizacién y renaturalizacién (13, 15). El curso de la purifi-
(cuerpos de inclusion); L1: primer lavado; L2: segundo lavado; L3: tercer lavado; cacién se pudo visualizar mediante SDS PAGE (Figura 1). Se obtuvo una
DS: fraccion soluble didlisis; DIS: fraccién insoluble didlisis. SDS PAGE 12% tefiido purificacién parcial de la proteina (Figura 1 DIS), la cual en su mayo-
en Coomassie R-250 His-GiNMNAT. ria se encuentra en la fraccidn insoluble de la purificacion, teniendo en

Figura 2. Cuantificacién por

o o densitometria en gel SDS PAGE
His-GINMNAT BSA de la proteina His-GINMNAT
M 1 2 3 4 5 6 7 8 M purificada. a. Gel SDS PAGE

12%: M: marcador de bajo peso
molecular (kDa); 1: GINMNAT

66 | - e | (0,125 pl); 2: GINMNAT (0,25 pl);
5| oo v L e e . 3: por densitometria GINMNAT
o (0,5 pl); 4: BSA (2 pg/pl); 5: BSA
36| -~ e 3 (4 pg/pl); 6: BSA (6 pg/l); 7:
25 | S — — — - 25 BSA (8 pg/pl); 8: BSA (10 pg/pl)
%[~ - 24 tefiido en Coomassie R. b. Tabla
2 I 2 de datos densitométricos (18).

-

S e T Dol g
PAGE

1 His-GiINMNAT-A (1 pl) 2711,849 7,15 31,55 0,63

2 His-GiINMNAT-A (2 pl) 4463,506 11,76 51,93 1,04

3 His-GiINMNAT-A (3 pl) 6449,163 16,99 75,03 1,50

4 BSA 500 ng/ul 3286,506 8,66 38,24 0,76

5 BSA 1 pg/ul 5978,335 15,75 69,56 1,39

6 BSA 1,5 ug/ul 6466,506 17,04 75,24 1,50

7 BSA 2 pg/ul 8595,042 22,65 81,24 2,00

8 BSA 2,5 ug/ul 10723,578 28 100 2,50
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Figura 3. Electroforesis de la deslipidacion de la yema. M: marcador de bajo peso molécular
(kDa); 1: proteinas totales de la yema; 2: proteinas hidrosolubles de la yema; 3:
sobrenadante luego de la precipitacion con sulfato de amonio; 4: precipitado con
sulfato de amonio; 5: proteinas precipitadas solubilizadas en PBS; 6: proteinas
finales luego de la didlisis en PBS diluido 100 veces. SDS PAGE 12%. Azul de
Coomassie. * Cadenas pesada y liviana de las IgYs.

cuenta lo anterior se cuantifico a través de densitometria en gel como se
describié previamente, obteniéndose 1,26 mg de His-GiNMNAT a una
concentracion 630 ng/ul (Figura 2).

Los anticuerpos IgY de las gallinas son transferidos desde el suero du-
rante la maduracion de la yema en el oviducto por un mecanismo similar
a la transferencia placentaria que ocurre en mamiferos; alli se almacenan
en grandes proporciones como un mecanismo de proteccion al embrion

(14, 16). Ya que es posible mantener IgY activos en la yema de huevo por
varios meses si se sigue una inmunizacion periddica se recolectaron la
mayor cantidad de huevos posibles durante dos meses (24).

La yema de huevo se compone fundamentalmente de granulos for-
mados por fosfovitinas y lipoproteinas, dispersas en una fraccién solu-
ble que contiene livetinas y LDL (23-25). Inicialmente la separacion por
solubilidad, mediante dilucién en agua de la yema a pH 5,0, facilit6 la
aglomeracion de los granulos lipidicos insolubles (deslipidacién) (25),
favoreciendo su posterior separacion de las proteinas del plasma, entre
ellas las livetinas (de 45 kDa dentro de las cuales se encuentran las IgYs)
mediante centrifugacion o filtracién (26); ello permiti6 la aparicion de
sobrenadantes traslucidos. Puesto que las IgYs son proteinas solubles, es
posible recurrir a la precipitacion por salting out; en este caso la adiciéon
de sulfato de amonio a una saturacion del 60% ha mostrado ser éptima
para la separacion de las globulinas, favoreciendo un alto porcentaje de
recuperacion (= 89%) (Figura 3) (4, 16).

El proceso de purificacién por dilucién en agua para uno de los hue-
vos purificados, es seguido mediante SDS-PAGE (Figura 3). Al ajustar
el pH y centrifugar la yema es posible visualizar las livetinas (Figura 3
carril 2), en los carriles 4 y 5 se observa el pellet de proteinas luego de la
precipitacién con sulfato de amonio, donde se evidencia la presencia de
diversas globinas, la eficiencia de la precipitacion es clara al verificar la
ausencia de proteinas en la fraccion soluble resultante del tratamiento
con sulfato de amonio (carril 3). También se observa la desaparicion de
otras proteinas, junto con la concentracion de las IgYs conforme se lleva
a cabo la purificacion. En el carril 6 es de resaltar la presencia de dos
bandas de 30 y 65 kDa, que corresponden a los pesos moleculares es-
perados para las cadenas liviana y pesada de las inmunoglobulinas IgYs
reportados previamente. Es posible evidenciar también, dentro del per-
fil electroforético otras proteinas. La banda de 45 kDa presumiblemente
represente a las B-livetinas (proteinas similares a y-livetinas, compues-
tas principalmente de IgYs), que por su peso se cree que pertenezcan a
un grupo mas especifico, el de las a-2-glicoproteinas (24). Por su parte
la banda de 38 kDa se atribuye a la fraccién de a-fosvitinas (16, 24).

Control His-GiNMNAT-A

=
||||||I||| Al

Huevos colectados
&

1 ————

0,2 0,1 0,0 01

Determinacion de reaccion colorimétrica para el sustrato OPD (OD: 490nm)

0,2 0,3 04 05

Figura 4. Evaluacion de los niveles de IgY presentes en la fraccion soluble de las yemas de los huevos analizados mediante ELISA. Gris oscuro: muestras provenientes de la gallina inoculada
con adyuvante sin antigeno. Gris claro: muestras provenientes de la gallina inoculada con la His-GINMNAT. Eje X: determinacion de la reaccion colorimétrica para el sustrato OPD a

una densidad dptica de 490 nm (0D 490 nm); eje Y: nimero de huevos colectados.
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Figura 5. Purificacién de las IgYs mediante resina de afinidad tiofilica. Gris oscuro: densidad dptica de las fracciones obtenidas a 280 nm. Gris claro: densidad dptica de las fracciones

obtenidas a 490 nm (ELISA).

Los extractos obtenidos de las yemas colectadas después del proceso
de deslipidacion se evaluaron mediante ELISA con el objeto de identi-
ficar los huevos con mayor produccién de anticuerpos. En la Figura 4
se resumen los resultados del ensayo de ELISA de los huevos colectados
y procesados de ambos tratamientos (con y sin antigeno). A pesar de
la irregularidad de la respuesta inmune es posible visualizar picos de
mayor concentracion de IgYs, posteriores a las inoculaciones. La au-
sencia de una tendencia regular en los datos no es inesperada, ya que el
metabolismo de las aves se ve influenciado por condiciones fisiologicas
y ambientales que no es posible controlar, lo cual determina oscilacio-
nes en la produccion de inmunoglobulinas en los diferentes momentos
evaluados (22-27).

La respuesta inmune primaria al antigeno se caracteriza por produ-
cir anticuerpos de baja afinidad tras lo cual se generan células de me-
moria T y B (26-28). Gracias a la generacién de procesos de memoria
en el sistema inmune, en los refuerzos la presencia de una nueva esti-
mulacion antigénica genera una respuesta inmunoldgica mas rapida, lo
cual explica en parte el perfil obtenido (29). En la Figura 4 se pueden
evidenciar picos de alta concentracion de IgY; en este trabajo se esco-
gi6 el huevo identificado con el nimero 30 para llevar a cabo la purifi-
cacidn total posterior a la solubilizacién. La Figura 4 también permite
visualizar que la reaccion de reconocimiento de las proteinas solubles
obtenidas de la gallina inoculada (gris oscuro) es especifica por el anti-
geno ya que esta ausente en la gallina control inoculada solamente con
adyuvante (gris claro).

Luego de determinar los picos de mayor produccion de anticuerpos,
se procedid a la purificacion total de las IgY mediante cromatografia de
afinidad tiofilica (Figura 5). Para ello, la fraccion soluble del huevo 30
fue elegida por su elevado contenido de IgYs. La columna estd constitui-
da por esferas de agarosa quimicamente unidas a 2- mercaptoetanol, y a
su vez unidas a grupos divinilsulfona activados, que presentan una ele-
vada afinidad por las inmunoglobulinas en presencia de sales liotropicas
(14, 17). Algunos autores (14, 16) describen el mecanismo de accién
como la interaccion entre el grupo tiol del 2-mercaptoetanol con regio-
nes aromaticas de la proteina, principalmente residuos de triptéfano y
fenilalanina. No obstante, otros reportes refutan esta teoria y consideran
que el mecanismo de accion estd aun por determinar (17).

La Figura 5 muestra el perfil cromatografico de la purificacién por
columna de afinidad tiofilica. En las primeras fracciones se eluyen pro-
teinas que no presentan interaccion con la resina; luego de eliminarlas
se procede a la elucion, donde se da un efecto inmediato de disociacion
de las uniones especificas de las proteinas con la resina y un consecuente
aumento en la lectura a 280 nm (Figura 5). El pico mads alto correspon-
de a la fraccion obtenida en el momento de la aplicacién del buffer de

elucion (Figura 5, fraccion 40) la cual, al ser visualizada mediante SDS
PAGE (Figura 6 carril 5), muestra el patrén electroforético caracteristi-
co delas IgY (b andas de 30 y 65 kDa), por lo que se logra una adecuada
purificacién de IgYs mediante esta metodologia.

La fraccion 40 se empled en experimentos posteriores, asi como el
anticuerpo IgY de huevo. Para determinar la cantidad de proteina IgY
presente, se cuantificé una alicuota mediante el método de Bradford
como se describe en la metodologia. Se obtuvo una concentracién de
7,2 pg/ul, que equivale a un total de 14,4 mg de IgY para el huevo 30.
Esta cantidad se encuentra dentro de rango obtenido para IgY purifica-
das por dilucién en agua y cromatografia tiofilica para otros antigenos
(16) y para otros anticuerpos IgY purificados por esta metodologia (30).
Del total de IgYs obtenidas, se espera que entre un 2 a un 10% corres-

M 1 2 3 4 5 6

116
66 L e

- - 4
45 - B 2
35
| -
182 | — ¥

r.
144 | o ‘
Figura 6. Perfil electroforético de la purificacion de inmunoglobulinas aviares (IgYs)

empleando resina de afinidad tiofilica. M: marcador de bajo peso molecular
(kDa); 1: fraccidén 5 (proteinas no unidas); 2: fraccion 13 (proteinas no unidas);

3: fraccion 25 (proteinas no unidas); 4: fraccién 29 (proteinas no unidas); 5:
fraccion 40 (elucion de IgYs); 6: fraccion 35 (proteinas Eluidas). SDS-PAGE al 12%.
Coomassie R-250.
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Figura7. Evaluacion de IgY de huevo
mediante inmunoblot
empleando 500 ng de
proteina recombinante como &
antigeno. a. Gel SDS PAGE
12% M: marcador de bajo
peso molecular (kDa); 1. His-
GINMNAT 500 ng; 2. BSA 500 ng.
b. Western Blot. M: marcador de
bajo peso molecular (kDa);

1. His-GINMNAT / IgY 1:50;

2. His-GINMNAT / IgY 1:100;

3. His-GINMNAT / IgY 1:200;

4. His-GINMNAT / 1gY 1:500;

5. His-GINMNAT / IgY 1:1000;

6. BSA[500 ng/pl] / 1gY 1:50;

7. His-GiINMNAT / IgY 1:50 (no
ilustrado). Revelado mediante
el sistema peroxidasa de rdbano
(HRP).
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pondan a IgY especificas contra el antigeno inoculado (25). Asi, la me-
todologia empleada para la purificacion fue efectiva en la obtencion
de una gran cantidad de proteina IgY. La purificacion de IgY puede
llevarse a cabo mediante diversas metodologias; no obstante, para ga-
rantizar la eficiencia de un método, deben ser tenidos en cuenta tres
factores determinantes: cantidad, pureza y actividad bioldgica de las
inmunoglobulinas, ademas de los costos que involucre el proceso (16).
El procedimiento utilizado en el presente trabajo se puede considerar
como un método muy eficiente de obtenciéon de anticuerpos a partir
de la yema de huevo, considerando la relacion costo/beneficio.

IgY Huevo 1:50 IgY Sangre 1:500
M 1 2 3 1 2 3

116

66

45

35
T -—

25

18,2

14,4

Figura 8. Evaluacion de anticuerpos IgY sobre diferentes concentraciones de proteina
recombinante mediante inmunoblot: M: marcador de bajo peso molecular. 1.
15 ng His-GINMNAT-A; 2. 30 ng His-GiINMNAT-A; 3. 60 ng His-GINMNAT-A. IgY
huevo: titulo 1:50 e IgY sangre: 1:500. Revelado mediante el sistema peroxidasa
de rabano (HRP).

Evaluacion del titulo del IgY sobre la proteina recombinante

Para caracterizar el anticuerpo purificado se realiz6 la determinacion del
titulo mediante un ensayo de inmunoblot en el cual se empleé como an-
tigeno la proteina recombinante His-GiNMNAT (500 ng) purificada pre-
viamente desde los cuerpos de inclusion. La proteina para estos ensayos
corresponde a la misma empleada para la inmunizacién de las gallinas.
La Figura 7 muestra los resultados inmunoblot al usar diferentes titulos
del anticuerpo obtenido de huevo IgY-a-GINMNAT (1:1000 - 7,22 ng/
ul, 1:500 — 14,44 ng/pl, 1:200 - 36,10 ng/ul, 1:100 - 72,20 ng/ul y 1:50 -
144,40 ng/ul). Se evidencia reconocimiento de la proteina recombinante
de 31 kDa desde 1:1000. También es clara la ausencia de reconocimiento
de otras proteinas como BSA, que estaban presentes en las mismas canti-
dades y fueron tratadas con los mismos titulos, tanto como la ausencia de
reconocimiento de las IgY's purificadas de las gallinas no inoculadas con
el antigeno His-GiINMNAT empleando los mismos titulos.

Los titulos escogidos se probaron de acuerdo a ensayos estandariza-
dos previamente para otros anticuerpos aviares obtenidos y purificados
(16). Los titulos reportados para IgY varian de acuerdo con la cantidad
de antigeno, el método de purificacion utilizado y la cantidad de inocu-
laciones realizadas, por lo que no es posible comparar directamente el
titulo obtenido con los reportados (16). Sin embargo, el titulo del anti-
cuerpo obtenido concuerda con el registrado para antigenos similares
de parésitos como Leishmania spp. (16).

Las NMNAT son enzimas de baja expresion en algunos organis-
mos y/o tejidos celulares (3), por lo que es importante estandarizar el
reconocimiento de cantidades muy bajas de proteina recombinante. Se
realizé un ensayo de inmunoblot sobre diferentes cantidades de His-
GiNMNAT para determinar la cantidad minima capaz de ser recono-
cida por los anticuerpos obtenidos. Los resultados de este experimento
se muestran en la Figura 8. En adicién, se muestra la deteccién de la
proteina recombinante con una sefal fuerte, incluso sobre cantidades
tan reducidas como 15 ng. Se reconocen también algunas inespecifi-
cidades de mayor peso molecular la cuales corresponden a impurezas
del antigeno que contiene cantidades bajas de otras proteinas de E. coli
presentes en los cuerpos de inclusion; es de esperar que se produzcan
anticuerpos contra estas proteinas contaminantes y, por tanto, una de-
teccion de las mismas empleando concentraciones elevadas de anti-
cuerpos como en este ensayo.
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De manera paralela, un mes después de la segunda inoculacion, y
para tener una fuente adicional de IgYs, se decidié tomar una muestra
de sangre de 5 ml de la gallina de la cual se obtuvieron los huevos. Se
evalud el titulo del suero obtenido de forma similar a las IgYs de huevo
sobre proteina recombinante (resultados no mostrados), obteniéndose un
titulo de (1:500) para la deteccién de cantidades tan bajas como 15 ng
de proteina recombinante (Figura 8). Los IgYs obtenidos del suero son
igualmente eficientes en el reconocimiento de la proteina recombinante,
constituyendo una fuente adicional de anticuerpo. Las IgYs de séricas no
requieren una purificacion posterior pero su disponibilidad es limitada
debido a que se presentan en un volumen menor y su extraccién involu-
cra un proceso invasivo en el animal; ello fue contrario a lo observado en
la obtencion de IgYs de huevo.

El anticuerpo IgY-aGiNMNAT purificado mediante afinidad
sobre membranas de nitrocelulosa

Cuando el anticuerpo IgY se emplea en altas concentraciones detecta,
ademds de la proteina His-GiNMNAT de 31 kDa, una banda de alto peso
molecular (= 66 kDa); aprovechando la gran cantidad de anticuerpo IgY
de huevo disponible, se abord6 una estrategia adicional de purificacion
por afinidad al antigeno, previamente transferido e inmovilizado sobre
membranas de nitrocelulosa, como se describe en la metodologia. Los
anticuerpos asi purificados, fueron empleados para el reconocimiento
de la proteina recombinante por inmunoblot. La Figura 9 muestra la efi-
ciencia del proceso de purificacion en la eliminacion de reconocimiento
de proteinas inespecificas de alto peso molecular en comparacién con
el anticuerpo inicial previamente purificado por afinidad tiofilica en
titulo (1/50). Mediante el anterior proceso de purificacion se logré la
obtencién de un anticuerpo IgY-aGiNMNAT de alta especificidad por
la proteina recombinante His-GiNMNAT.

Este articulo describe una técnica para la obtencién y purificacién
de IgYs a partir yemas de huevo cuya utilidad es extensa, ya que permite
la obtencion grandes cantidades de anticuerpos que pueden ser emplea-
dos para estudios diversos. El hecho de que las aves se encuentren filo-
genéticamente mas distantes de los mamiferos hace ideal esta metodo-
logia para la obtencion de anticuerpos contra antigenos de mamiferos
sin lugar a reacciones cruzadas y con una alta especificidad. Ademas
evita reacciones indeseadas con el sistema complemento u otros com-
ponentes del sistema inmune (16). Teniendo en cuenta lo anterior, para
el caso particular de Giardia intestinalis —patogeno frecuente de mami-
feros como conejos o ratones—, sus antigenos no constituyen buenos
inmunogénos para la obtencién de anticuerpos en estos modelos. Por
ello es ventajoso para el estudio de la GINMNAT-A emplear modelos
aviares para la obtencién de anticuerpos especificos

La NMNAT esta presente en todos los organismos vivos conocidos
hasta el momento, ya que cataliza el paso clave de la sintesis del NAD+
(2). La obtencién de anticuerpos IgYs-aHis-GINMNAT-A descrita en
este articulo permitira desarrollar estudios funcionales y celulares detalla-
dos en Giardia intestinalis. Adicionalmente, los anticuerpos desarrollados
evidencian deteccion de proteinas NMNAT recombinantes obtenidas y
purificadas de otros protozoarios, pero no de alguna proveniente de ma-
miferos (resultados no mostrados), lo cual demuestra que la herramienta
inmunoldgica obtenida constituye una estrategia eficiente para el desa-
rrollo de estudios acerca de la sintesis del NAD+ en pardsitos protozoos.

Conclusion

IgY tiofilica IgY-a-His-GINMNAT
1:50 13
M 1 2 1 2
16 .
¥
66 .
45 . [
35 .
25 .
182 -
144 | - E

Figura 9. Reconocimiento de las GINMNAT con anticuerpo IgY de huevo purificado
mediante cromatografia tiofilica y purificado adicionalmente por afinidad al
antigeno. M: marcador de bajo peso molecular (kDa); 1: His-GINMNAT (+), 2:
albuimina de suero bovino (BSA) (—). Inmunoblot revelado a través del sistema
peroxidasa de rabano (HRP).

ticuerpos policlonales. Ademas, pueden ser empleados como antigenos
eficientes para conseguir una alta produccién de anticuerpos, aprove-
chando un subproducto de la sobreexpresion de proteinas.

Se implementd y estandarizé un método para la produccion y pu-
rificacién de grandes cantidades de anticuerpos policlonales aviares
(IgYs), a partir de la yema de huevo y empleando cuerpos de inclusion
como antigeno. Se obtuvieron IgYs, tanto de yema de huevo como de
plasma sanguineo de las gallinas inoculadas, con capacidad para reco-
nocer la proteina recombinante His-GINMNAT. Adicionalmente, se
probd un método para mejorar la especificidad del anticuerpo median-
te una segunda purificacién por afinidad al antigeno inmovilizado en
membranas de nitrocelulosa, con la cual se obtuvo un reconocimiento
especifico de la proteina recombinante de 31 kDa.
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Capacidad antioxidante
del araza (Eugenia
stipitata Mc Vaugh)
durante la maduracion

Antioxidant capacity of
araza (Eugenia stipitata
McVaugh) during the
ripening

Capacidade antioxidante
de araca-hoi (Eugenia
stipitata Mc Vaugh)
durante a maturacao
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Resumen

Abstract

Resumo

El arazd es un fruto amazoénico con buena
capacidad antioxidante , como otras frutas
de la region. A partir del epicarpio y
mesocarpio de la fruta, en cuatro estados
de madurez (verde, pintén, maduro y
sobremaduro), se realizo la extraccién de
compuestos fenolicos utilizando como
solvente una mezcla agua:metanol (inicial
50:50; posterior 70:30); para su analisis

se recurri6 al método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu. Dichos compuestos se
identificaron parcialmente mediante HPLC
en fase reversa con arreglo de diodos,
encontrando los acidos clorogénico,

galico y caféico como fenoles mayoritarios
responsables de la actividad antioxidante.
El mayor contenido de polifenoles en el
mesocarpio fue en el estado verde (1200
mg/1000 g fruto BH), seguido del maduro
(1100 mg/1000 g fruto BH), pint6n (905
mg/1000 g fruto BH) y sobremaduro (550
mg/1000 g fruto BH), mientras que en el
epicarpio fue mayor en los estados maduro
(170 mg/1000 g fruto BH) y verde (295
mg/1000 g fruto BH), seguidos del pinton
(100 mg/1000 g fruto BH) y sobremaduro
(50 mg/1000 g fruto BH). La capacidad
antioxidante se determiné usando métodos
hidrofilicos (ABTS, DPPH y FRAP),
encontrando que en el mesocarpio la
capacidad antioxidante, medida por todos
los métodos, fue mayor en estado verde,
seguida por los estados maduro, pintén y
sobremaduro; en el epicarpio fue mayor
en los estados maduro y verde, seguida
por pintén y sobremaduro. La capacidad

The araza is a fruit native of the Amazon
region, like other fruits of this region has
some antioxidant components. It was carried
out the classification of the fruits of araza in
four different stages (green, “pinton”, mature,
over-mature) using as the index of maturity,
then phenolic compounds were extracted
using mixtures of solvents (methanol:water,
50:50 initial, 70:30 final) and its content
was determined by the spectrophotometric
method Folin-Ciocalteu in the epicarp and
mesocarp. Additionally, partially identified
phenolic compounds by reversed phase
HPLC with diode array, finding the phenolic
acids such as chlorogenic, gallic and caffeic,
such as phenols responsible for the majority
of araza antioxidant activity. It was noted
that araza mesocarp polyphenol content
was higher in the green (1200 mg/1000 g
BH fruit) stage followed by mature (1200
mg/1000 g BH fruit), pinton (905 mg/1000
g BH fruit) and over-mature (550 mg/1000
g BH fruit), while the epicarp was greater in
stages mature (170 mg/1000 g BH fruit) and
green (295 mg/1000 g BH fruit) followed by
over-mature (50 mg/1000g BH fruit) and
pinton (100 mg/1000g BH fruit) stages. The
antioxidant capacity was determined by
three hydrophilic methods (ABTS, DPPH
and FRAP) in the mesocarp found that

the antioxidant capacity was higher in the
green state followed by mature, pinton and
over mature, while the epicarp was higher
in mature, green, pinton and over-mature
state. We also determined the antioxidant
capacity by a lipophilic method (B-carotene

Rev. Colomb. Quim. 2013, 42(2), 21-28.

O aragd-boi é um fruto origindrio da

regido amazonica que, como outros frutos
desta regido, possui alguns componentes

com capacidade antioxidante que sdo de
grande interesse para a saude dos seres
humanos pela sua capacidade de diminuir

os efeitos de radicais livres, produzidos
durante o metabolismo normal da célula.
Neste trabalho foi realizada a classificacdo

dos frutos de araga-boi em quatro estddios
diferentes, utilizando como critério o indice
de maturagao; posteriormente, a partir do
epicarpo e mesocarpo da fruta nos quatro
estadios de maturagao (verde, pintado, maduro
e sobremaduro) foram extraidos os compostos
fendlicos utilizando misturas de solventes
(metanol, 4gua, 50:50) e foi determinado

o seu contetido mediante o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. Além
disso, parcialmente identificados compostos
fendlicos por HPLC de fase reversa com matriz
de diodos, encontrando os acidos fendlicos,
tais como clorogénico, galico e cafeico, tais
como fendis responséveis pela maioria das
Araza actividade antioxidante. Foi observado
que no mesocarpo do araga-boi o contetido
de polifenois é maior no estadio verde (1200
mg/1000 g fruto BH) seguido dos estados
maduro (1100 mg /1000 g fruto BH), pintado
(905 mg/1000g fruto BH) e sobremaduro
(550 mg/1000 g fruto BH) enquanto que no
epicarpo ¢ maior nos estadios maduro (170
mg/1000 g fruto BH) e verde (295 mg/1000

g fruto BH) seguido dos estadios pintado

(100 mg/1000 g fruto BH) e sobremaduro

(50 mg/1000 g fruto BH). A capacidade
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antioxidante también se evalud por un
método lipofilico (decoloracion del
B-caroteno) hallando que en el mesocarpio
fue mayor en los estados maduro (110
mg/1000 g fruto BH) y pintén (90 mg/1000
g fruto BH) seguido del sobremaduro
(75mg/1000 g fruto BH) y verde (26
mg/1000 g fruto BH) y en el epicarpio es
mayor en sobremaduro (50 mg/1000 g fruto
BH) seguido del verde (45 mg/1000 g fruto
BH), maduro (55 mg/1000 g fruto BH) y
pintén (25 mg/1000 g fruto BH). Se concluye
que el fruto de arazd, en los estados verde

y maduro, presenta la mayor capacidad
antioxidante, siendo los dcidos fenélicos,
presentes en el mesocarpio y epicarpio, los
principales responsables.

bleaching) found that in the mesocarp was
higher in stages followed by mature (110
mg/1000 g BH fruit), pinton (90 mg/1000

g BH fruit) and green (26 mg/1000 g BH
fruit) while in the epicarp was higher in the
over-mature stage (50 mg/1000 g BH fruit)
followed by greeen states (45 mg/1000 g BH
fruit), mature (55 mg/1000 g BH fruit) and
sobre mature (25 mg/1000 g BH fruit). It
was concluded that the mature and green
stages had the highest antioxidant capacity;
phenolic compounds being present in

the epicarp and mesocarp were the major
contributors.

antioxidante foi determinada por trés métodos
hidrofilicos (ABTS, DPPH y FRAP) e foi
encontrado que no mesocarpo a capacidade
antioxidante é maior no estddio verde seguido
dos estadios maduro, pintado e sobremaduro
enquanto que no epicarpo é maior nos estadios
maduro e verde seguido dos estadios pintado
e sobremaduro. Também se determinou a
capacidade antioxidante por um método
lipofilico (descoloragdo do B-caroteno) e foi
encontrado que no mesocarpo ¢ maior nos
estadios maduro (110 mg/1000 g fruto BH) e
pintado (90 mg/1000 g fruto BH) seguido dos
estadios sobremaduro (75 mg/1000 g fruto
BH) e pintado (26 mg/1000 g fruto BH) e no
epicarpo é maior no estadio sobremaduro (50
mg/1000 g fruto BH) seguido dos estadios
verde (45 mg/1000 g fruto BH), maduro (55
mg/1000 g fruto BH) e pinton (25 mg/1000 g
fruto BH). Finalmente se conclui que o fruto
de aragd-boi nos estadios verde e maduro
apresenta a maior capacidade antioxidante,
sendo os compostos fendlicos os principais
contribuintes.

Palabras clave: Araza, capacidad
antioxidante, ABTS, DPPH, FRAP,
decoloracién del B-caroteno, madurez.

Keywords: Araza, antioxidant capacity,
ABTS, DPPH, FRAP, B-carotene bleaching,
ripening.

Palavras-chave: Aracgd-boi, capacidade
antioxidante, ABTS, DPPH, FRAP,
descoloragdo do p-caroteno, maturagao.

Introduccion

COMO PARTE NORMAL DEL METABOLISMO las células producen com-
puestos con electrones libres conocidos como ‘radicales libres. Estos son
muy reactivos y, cuando no se controlan, pueden causar dafio oxidativo
a las moléculas de la célula (proteinas, acidos nucléicos, entre otros), lo
que origina un impacto negativo sobre el metabolismo celular. El exceso
de radicales libres puede llevar a estrés oxidativo que es responsable de
enfermedades como Alzheimer, cancer, ateroesclerosis, entre otras. Los
compuestos que pueden atrapar los radicales libres, neutralizando su
efecto sobre la célula se conocen como ‘antioxidantes’; son moléculas
capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas evitando
la formacion de un exceso de radicales libres y, por tanto, evitando los
efectos de éstos en la célula.

El estudio de los compuestos con capacidad antioxidante que pro-
vienen de frutas y verduras es de gran interés debido a que son com-
puestos de origen natural y a que no representan riesgos para la salud, ya
que algunos antioxidantes sintéticos pueden presentar efectos secunda-
rios que no son deseables. Medir la capacidad antioxidante de un fruto
permite determinar qué tan util puede ser para la salud humana y los
efectos positivos puede aportar en la prevencion de enfermedades cau-
sadas por el estrés oxidativo (1).

El arazd (Eugenia stipitata Mc Vaugh) es un fruto originario de la
region amazonica occidental, cultivado en paises como Brasil, Perd,
Ecuador, Bolivia y Colombia. La produccién en Colombia se concen-
tra en las regiones calidas y humedas, especialmente en el sur, donde
los principales productores estin en los departamentos de Guaviare,
Caquetd y, en menor proporcion, Putumayo. En la actualidad existen
alrededor de 1200 hectdreas cultivadas con estos frutales amazénicos
y a su explotacion estan vinculadas muchas familias de la region (2, 3).

El fruto de araza se proyecta dia tras dia como un factor productivo
que optimiza el perfil socioeconémico de la region amazdnica occiden-

tal; sus caracteristicas organolépticas lo hacen apetecible y sus compo-
nentes nutricionales prometen un beneficio para la salud de las perso-
nas que lo consuman dentro de su dieta regular (4). Garzon et al. (2012)
encontraron que la pulpa de arazd es una fuente importante de vitamina
C y compuestos fenodlicos; por tanto la fruta puede tener un excelente
potencial antioxidante. Sin embargo, no hay estudios sobre la identidad
quimica de estos compuestos fenélicos en araza (5). El objetivo de este
estudio fue determinar la capacidad antioxidante e identificar los prin-
cipales fenoles del epicarpio y mesocarpio del araza en cuatro etapas de
madurez, con el fin de conocer cudl parte del fruto y en cudl estado de
maduracion se expresa la mayor accion antioxidante y el mejor benefi-
cio de su consumo.

Materiales y métodos

(lasificacion y procesamiento de los frutos

Los frutos fueron obtenidos de algunas centrales de abastos de la ciu-
dad de Bogota D.C. y fueron clasificados en cuatro estados de madurez
(verde, pintén, maduro y sobremaduro), como criterios de seleccion se
utilizaron inicialmente el color y la apariencia de los frutos. Después de
desinfectados con solucién de hipoclorito de sodio (0,01%), se procedio
a la separacion manual del epicarpio y el mesocarpio, en cada uno de
los estados de madurez, para posteriormente someterlos a un proceso
de liofilizacién con el fin de mantener las propiedades de cada estado
estudiado; ello por cuanto el araza, por ser un fruto climatérico, alcanza
rapidamente la madurez fisiologica, dificultando el estudio del fruto sin
ser procesado.

Sobre los liofilizados obtenidos se determind directamente el indice
de madurez en los cuatro estados, midiendo la cantidad de sélidos so-
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lubles totales y la acidez titulable (6, 7). Estas mediciones se realizaron
por triplicado.

A partir de las partes de los frutos liofilizados, se realizaron extrac-
ciones utilizando mezclas de solventes en un equipo Labcomco’; para
ello se pesaron 1000 g de arazd liofilizado en un tubo Falcon y se adi-
cionaron 20,0 mL de una mezcla metanol:agua (50:50), agitando fuerte-
mente en vortex a 50 °C durante 30 min. Posteriormente, se centrifugé a
5000 rpm durante 20 min recogiendo el sobrenadante y almacenandolo
a -5 °C en la oscuridad; sobre el residuo se realizaron dos extracciones
sucesivas adicionando en cada una 10,0 mL de una mezcla acetona:agua
(70:30), agitando en vértex durante 30 min a 50 °C y centrifugando a
5000 rpm durante 20 min. Finalmente, se reunieron los tres sobrena-
dantes obtenidos y se almacenaron a -15 °C en la oscuridad. Para cada
estado de madurez se realizaron tres extracciones, siendo estos extrac-
tos las muestras que se sometieron a andlisis posteriores (8).

Cuantificacion de compuestos fenélicos libres

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos libres se utilizd el mé-
todo espectrofotométrico (espectrofotometro Genesis V) de Folin-Cio-
calteu. En un tubo Falcon de 15 mL se adicionaron 1500 uL del reactivo
de Folin-Ciocalteu diluido al 10% con agua desionizada y 200 uL de solu-
ciones de compuestos antioxidantes (patrén de 4cido gélico de diferentes
concentraciones y extractos de muestras diluidos 20 veces), incubando a
temperatura ambiente por 5 min. Luego se adicionaron 1500 uL de una
solucién de carbonato de sodio (Na,CO,) al 6% en agua desionizada y se
agitd fuertemente en vortex. La mezcla se dejo en reposo durante 90 min
a temperatura ambiente en la oscuridad y se midi6 la absorbancia a 765
nm. Todas las medidas fueron realizadas por triplicado (9).

Cuantificacion de la capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante del fruto de arazd se determind mediante
los métodos ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-acido-6-sul-
foénico)], DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazilo), FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) y decoloracion del p-caroteno (10).

Método ABTS

Se prepard una solucién de ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-
dcido-6-sulfénico] 7,0 mM y de persulfato de potasio (K,S,0,) 2,5 mM en
agua desionizada y se dejé en agitacion en 4 °C en la oscuridad durante
16 horas para generar el cation radical ABTS**. Luego la solucién se dilu-
y6 cuidadosamente con metanol hasta obtener una absorbancia de 0,700
a 734 nm siendo esta la solucién de trabajo (ST1). En un tubo Falcon
se adicionaron 2000 pL de ST1 y se incubaron por 5 min a 30 °C; luego
se adicionaron 20 pL de las soluciones de compuestos antioxidantes (ex-
tractos de muestras diluidos 12,5 veces en metanol), agitando en vortex
y se incubaron a 30 °C, tomando medidas de absorbancia a 734 nm cada
5 min durante una hora hasta absorbancia constante. Para la curva de
calibracion se tomaron 2000 uL de ST1, se incubaron por 5 min a 30 °C;
a continuacién se adicionaron 20 uL de solucién de Trolox (6-hidroxi-
2,5,7,8-acido tetrametilcroman-2-carboxilico, que es un analogo hidroso-
luble de la vitamina E) en metanol de diferentes concentraciones, agitan-
do en vértex; se incubaron por 6 min a 30 °C y se midi6 la absorbancia a
734 nm. Todas las medidas se realizaron por triplicado (11).

Método DPPH

Se prepard una soluciéon de DPPH 0,1 mM en metanol y se ajusto la
absorbancia en 1100 a 515 nm usando metanol (ST2). En un tubo Fal-
con se adicionaron 1950 uL de la solucion de trabajo (ST2) y se incubd
por 7 min a temperatura ambiente tomando la medida de absorbancia
inicial a 515 nm. Luego, se adicionaron 50 pL de cada extracto obtenido

(diluido 5 veces en metanol), se mezcld en vértex, se incub6 a tempe-
ratura ambiente y se tomaron medidas de absorbancia a 515 nm cada 5
min durante 2 horas. Para la curva de calibracién se tomaron 1950 uL
de ST2, se incubaron por 7 min y se midi6 la absorbancia inicial a 515
nm; luego se adicionaron 50 pL de la solucién de Trolox en diferentes
concentraciones, se mezcld en vortex y se incubd por 7 min a tempera-
tura ambiente; finalmente se midid la absorbancia a 515 nm. Todas las
medidas se realizaron por triplicado (12).

Método FRAP

Inicialmente se prepar¢ el reactivo de FRAP mezclando 5,0 mL de una
solucion de TPTZ (tripiridil-S-triazina) 10 mM en écido clorhidrico
(HCI) 40 mM con 5,0 mL de cloruro férrico (FeCl,) 20 mM en agua.
Al obtener una coloracion azul de la mezcla se adicionaron 50,0 mL de
buffer acetato 300 mM (pH = 3,6). En un tubo Falcon se adicionaron
2700 pL del reactivo de FRAP y se incubaron a 37 °C por 4 min., luego
se adicionaron 270 pL de agua desionizada y 90 pL de los extractos
diluidos 10 veces en metanol o agua, dependiendo de la curva de ca-
libracién usada. Se realizaron dos curvas de calibracién utilizando en
una Trolox y en otra sulfato de hierro(II) heptahidratado (FeSO,.7H,0).
Se tomaron 2700 pL del reactivo de FRAP y se incubaron por 4 min a
37 °C, luego se adicionaron 270 uL de agua desionizada y 90 uL de las
soluciones de Trolox o de FeSO,.7H,O de diferentes concentraciones; se
mezcl6 en vértex incubando por 4 min a 37 °C y se midid la absorbancia
a 593 nm. Todas las medidas se realizaron por triplicado (13).

Decoloracion del B-caroteno

En este método se mide la capacidad antioxidante lipofilica; por tanto,
es necesario realizar una extraccién diferente a la de los métodos an-
teriores. Para esto se pesaron 0,100 g de araza liofilizado (epicarpio o
mesocarpio) en un tubo Falcon, se agregaron 4,00 mL de acetona y se
agito el tubo en vortex; luego se centrifugd a 5000 rpm por 15 min y se
repitio este proceso tres veces sobre el residuo con 2,00 mL de acetona.
Los sobrenadantes obtenidos se reunieron y se almacenaron a -15 °C
en la oscuridad (1).

En tubos Falcon se agregaron 500 pL de una solucion de p-caroteno
de concentracién 0,4 mg/mL preparada en cloroformo; luego se adicio-
naron 20 puL de acido linoléico, 200 uL de Tween 20 y 200 uL de solucion
patron de Trolox o de las muestras, segtin el caso. Se agitd fuertemente
en vortex y se adicionaron 50 mL de agua saturada con oxigeno; se re-
pitid la agitacién y se sometid el contenido del tubo a ultrasonido por
10 min. Luego se incubd a 50 °C con agitacion constante y cada 10 min
se llevé a ultrasonido por 2 min; se tomaron medidas de absorbancia
a 470 nm, repitiendo este procedimiento durante dos horas. Todas las
medidas se realizaron por triplicado.

Después de obtener las medidas planteadas anteriormente se reali-
z6 una prueba F en ANOVA para comprobar si existia alguna diferencia
significativa entre las medias de cada grupo de datos y, por medio de
una prueba de rangos multiples, se determinaron aquellas medias que
presentaban diferencias estadisticamente significativas unas de otras
con un nivel de confianza del 95%.

Identificacion parcial de los compuestos fendlicos por HPLC

Extraccion

Para este analisis se pesaron 200 mg de muestra (epicarpio o mesocar-
pio, liofilizado) en un tubo plastico conico, se adicionaron 2 mL de una
solucién de metanol acidulado (80:19:1, metanol:agua:HCI), se agit6 a
temperatura ambiente en vortex durante 1 min y luego se sonic6 duran-
te 1 h a 40 °C. Se centrifugd a 6000 rpm por 15 min. El sobrenadante
obtenido se filtr6 a través de membranas PVDF de 13 mm de didmetro
y 0,22 um de tamano de poro y se inyecté en el cromatdgrafo para iden-
tificar y cuantificar los compuestos fendlicos.
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Tabla1. Gradiente de elucion de fenoles en HPLC de fase reversa.
Tiempo (min) (% )Agua mQ pH 2,5 (%) ACN
0 95 5
4 85 15
7 80 20
20 95 5

Tabla2. Condiciones cromatogréficas de bomba y DAD para el andlisis de fenoles en HPLC

de fase reversa.
Método Flujo T° columna Longitud de
onda (nm)
A, =324
Fenoles 1 mL/min 35°0 ., = 280
=220

Identificacion parcial por HPLC en fase reversa-arreglo de diodos
El método para el andlisis cromatografico de compuestos fendlicos se
desarroll6 en un cromatégrafo liquido Agilent Technologies™ 1260 con
bomba cuaternaria de presion maxima de 600 bares, inyector automa-
tico estandar 1260 Infinity” para viales de 2 ml y volumen de inyeccién
de 5 pL. La separacion de fenoles se obtuvo en una columna Agilent
Zorbax AAA (150 x 4,6 mm, 5um) en compartimiento termostatizado
1260 Infinity" y detector de arreglo de diodos (DAD) 1260 Infinity". El
gradiente empleado se describe en la Tabla 1. Las demads condiciones
cromatogréficas se observan en la Tabla 2. Tanto el método de extrac-
ci6n, como el de andlisis de fenoles por HPLC, se pusieron a punto para
este trabajo.

La identificacion y cuantificacion de los compuestos fenolicos se
realiz6 usando patrones de acidos caféico, clorogénico y galico median-
te comparacion del tiempo de retencion de los patrones y las longitudes
de onda de méxima absorcién (A, A, y A,) de los espectros UV-VIS. La
cuantificacion se obtuvo mediante interpolacion en curvas de calibra-
cion realizadas con los patrones (10-100 mg/ml).

Analisis de datos

Se empled el promedio como medida de centralizacion. Para evaluar
las diferencias especificas entre los valores de cada uno los pardmetros
evaluados se us6 la prueba de diferencias minimas significativas de Fis-
her (LSD) con un nivel de significancia de a = 0,05. Graficamente, letras
diferentes indican diferencias significativas en los valores de las medidas
realizadas.

Resultados y discusion

Clasificacion y procesamiento de los frutos

El indice de madurez es un pardmetro fisicoquimico de gran impor-
tancia para la correcta clasificacion de los frutos en diferentes estados
de maduracién. Por tanto, se midié este parametro sobre los frutos lio-
filizados utilizando un refractometro para determinar la cantidad de
solidos solubles totales expresados como °Brix y una titulacion acido-
base con hidroxido sodio 0,1 M para establecer la acidez titulable (que
se reporta como porcentaje de acido malico por cada 100 g de fruto)
(Tabla 3).

La clasificacién hecha inicialmente con base en el color y apariencia
concuerda con los valores obtenidos para el indice de madurez, puesto
que se observan diferencias entre los valores obtenidos para los dife-
rentes estados, valores que van aumentando durante el proceso de ma-
duracién. Este fendmeno no ha sido reportado en la literatura hasta el
momento, siendo mds altos que los de otras frutas tropicales como la
guayaba (8) y la uva (9).

Cuantificacion de compuestos fendlicos libres

La cuantificacion de fenoles totales se determind en los extractos obte-
nidos de epicarpio y mesocarpio de araza liofilizado utilizando el mé-
todo de Folin-Ciocalteu. En la Figura 1 se observa que el contenido de
fenoles es mayor en el estado verde, tanto en epicarpio como en meso-
carpio, seguido por el estado maduro, el estado pintdn y, finalmente, el
sobremaduro. Al aplicar la prueba estadistica de rango multiple entre
muestras se encontrd que en el mesocarpio del araza los valores obte-
nidos para los estados pintén y maduro son estadisticamente iguales,
indicando que el contenido de fenoles libres es igual en ambos estados a
pesar de la diferencia en la madurez del fruto.

Verde Pinton Maduro Sobremaduro
=
g B cpicarpio
=
L E Mesocarpio
[
£z
v o
s 8
=1
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S
2 \
£ N N
s 1
Estado de madurez

Figura 1. Cuantificacién de compuestos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu en el

fruto de araza.
Tabla3. Indice de madurez del fruto de . . - .o
araza liofilizado en diferentes Estado de madurez Ac1d’ez tlt}ll‘able Solidos s?lubles Ind‘lce dermadl’u‘.ez

estados de maduracin. (% 4c. malico) (°Brix) (°Brix / % ac. malico)

Verde 6,82 + 0,30 5,0+0,1 0,73 + 0,03

Pintén 5,55+0,11 6,5+0,1 1,17 £ 0,01

Maduro 4,64 + 0,18 7,0 £ 0,2 1,51 £ 0,10

Sobremaduro 4,52 + 0,06 7,5+0,1 1,66 + 0,05

24

REV. COLOMB. QUIM. Vol 42 No. 2 -2013.indb 24

Rev. Colomb. Quim. 2013, 42(2), 21-28.

30/08/15 6:40 p.m.



Estudio de la capacidad antioxidante del araza (Eugenia stipitata Mc Vaugh) durante la maduracién

Verde Pintn Maduro Sobremaduro
< .
2 g , [ ] Epicarpio
S g Mesocarpio
g2
=
=3
=]
£E
=+
Z 9
2 2 |
= " ! ,
Estado de madurez

Verde Pintdn Maduro Sobremaduro

= _—
2 ‘5 [ ] Epicarpio
S 2 Mesocarpio
3 o>
=
=3
-]
s
= 8
gt

3_ 0

Estado de madurez

Figura 2. Medida de la actividad antioxidante por el método ABTS en el fruto de araza.

Cuantificacion de la capacidad antioxidante total

Los distintos métodos utilizados para medir la capacidad antioxidante
se deben a la alta capacidad que tienen los polifenoles como antioxi-
dantes, pues cada método de medida es sensible a las distintas caracte-
risticas redox del compuesto polifendlico. Los métodos ABTS y DPPH
actan sobre polifenoles donores de atomos de hidrégeno a radicales
oxidantes, estabilizandolos y disminuyendo asi su poder oxidante; el
método FRAP actda sobre los polifenoles capaces de donar electro-
nes reduciendo intermediarios oxidados, mientras que el método de
decoloracién del B-caroteno actia deslocalizando y estabilizando los
electrones recibidos de un radical libre. Por tanto, para determinar la
capacidad antioxidante total de un fruto, debe medirse la actividad an-
tioxidante mediante cada uno de estos métodos para poder determinar,
tanto el efecto de neutralizacion de radicales libres, como su capacidad
de reduccion (14).

El primer método aplicado a los cuatro extractos obtenidos del fru-
to de araza fue el método ABTS, que permite medir la capacidad de los
polifenoles, o moléculas con capacidad antioxidante, de captar radicales
libres y que se sigue espectrofotométricamente a una longitud de onda de
734 nm. Los valores de actividad antioxidante obtenidos por este método,
utilizando el Trolox como patrdn, se observan en la Figura 2 y muestran
que en el epicarpio del fruto de arazé la capacidad antioxidante medida es
mayor (y estadisticamente igual) en los estados verde y maduro, mientras
que en el mesocarpio, la mayor capacidad antioxidante se presenta en el
estado verde, seguida de los estados pintén y maduro que no presentan
diferencias significativas entre si; y, finalmente, el estado sobremaduro.
Segun estos datos la capacidad de captar radicales libres es mayor en el
estado verde del fruto, lo que esta relacionado con el mayor contenido de
fenoles. El segundo método utilizado fue el DPPH (2,2-difenil-2-picrilhi-

Figura 3. Medida de la actividad antioxidante por el método DPPH en el fruto de araza.

drazilo). Aligual que el método ABTS, este método mide la capacidad de
captar radicales libres por parte de los polifenoles y demads especies con
capacidad antioxidante, siguiendo las reacciones por espectrofotometria a
una longitud de onda de 515 nm. Al observar los datos obtenidos (Figura
3), la capacidad antioxidante en el epicarpio del araza es mayor en el esta-
do maduro seguida de los estados verde, pintén y sobremaduro mientras
que, en el mesocarpio el mayor valor se da en el estado verde, observando
ademas que los estados pintén y maduro no presentan diferencias signifi-
cativas entre si y que el estado sobremaduro presenta la menor capacidad
de captar radicales libres. Al comparar los métodos ABTS y DPPH hay
concordancia en la medida de capacidad antioxidante en el mesocarpio
del fruto de araza y una ligera diferencia entre los valores obtenidos sobre
el epicarpio en el estado maduro.

Los resultados obtenidos con los métodos ABTS y DPPH muestran
que en todas las medidas el método DPPH arroj6 resultados menores,
lo que indica que los ensayos realizados con este método son menos
especificos y selectivos, como se reporta en la literatura (9).

A diferencia de los métodos anteriores, el método FRAP mide la
capacidad de reducciéon de un antioxidante mediante transferencia
de un electrdn (es decir, el paso de Fe’* a Fe?* en el complejo ([Fe(III)
(TPTZ),]*"), siguiendo el proceso por espectrofotometria a una longitud
de onda de 593 nm. Para el método FRAP se utilizaron dos compuestos
como patrones, Trolox (al igual que en los métodos anteriores) y sulfato
de hierro(II) (FeSO,). Utilizando Trolox como patrén se obtuvieron los
resultados que se muestran en la Figura 4, en la que se observa que la
capacidad antioxidante en el epicarpio del araz4 es mayor en los estados
verde y maduro, seguida por la capacidad de los estados pint6n y sobre-
maduro; en el mesocarpio, la mayor capacidad de reduccion se presenta
en el estado verde, seguida por los estados pintén y maduro (que no pre-
sentan diferencias estadisticamente significativas entre si) y, finalmente,
el estado sobremaduro.
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il

Estado de madurez

[ | Epicarpio
Mesocarpio

Actividad antioxidante
(pmoles TROLOX/g muestra)

Verde Pintén Maduro Sobremaduro
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Figura 4. Medida de la actividad antioxidante por el método FRAP en el fruto de araza
usando Trolox como patrdn.

Figura 5. Medida de la capacidad antioxidante por el método FRAP en el fruto de araza
usando FeSO, como patrén.
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Tabla4. Coeficientes de correlacién lineal entre el contenido de fenoles y la actividad
antioxidante hidrofilica en el fruto de araza.

Tabla5. Ecuaciones de las curvas de calibracién empleadas para la cuantificacion
cromatogréfica de los compuestos fendlicos presentes en el fruto de arazd.

Método Epicarpio Mesocarpio
ABTS 0,946 0,990
DPPH 0,888 0,985

FRAP (Trolox) 0,993 0,998
FRAP (FeSO,) 0,983 0,998

fado Tt cabrcion K
Galico 220nm Y=29,30X + 0,44 0,99
Clorogénico 320nm Y=14,31X - 0,16 0,99
Caféico 320nm Y=18,60X + 0,91 0,99

Al realizar la medida de la capacidad antioxidante por el méto-
do FRAP en los cuatro estados de maduracién utilizando como patron
FeSO, (Figura 5) se observa que la mayor capacidad antioxidante en el
epicarpio del araza se presenta en el estado verde, seguida de los estados
maduro, pintén y siendo el menor el sobremaduro, mientras que en el
mesocarpio la capacidad antioxidante es mayor en el estado verde, segui-
da de los estados pintén y maduro (que son estadisticamente iguales) y
menor en el estado sobremaduro. Las diferencias en el método FRAP al
utilizar patrones diferentes se deben a la diferencia de los mecanismos de
reaccion que tiene el reactivo de FRAP con el Trolox y el FeSO,.

La capacidad antioxidante hidrofilica determinada por los métodos
anteriores se debe a compuestos como polifenoles, vitaminas hidro-
solubles como el 4cido ascdrbico, y otros compuestos. Al relacionar el
contenido de fenoles del arazd en sus cuatro estados de madurez con
la medida de capacidad antioxidante se observa una correlacion lineal
con coeficientes de correlacién cercanos a 1,00 (Tabla 4). Este compor-
tamiento permite atribuir la capacidad antioxidante hidrofilica a los
compuestos polifendlicos presentes en el araza, los cuales no han sido
reportados en la literatura previamente.

El ultimo método que se aplicd para realizar la comparacion de la
capacidad antioxidante fue el de decoloracién del B-caroteno. En éste, se
promueve la peroxidacion térmica del dcido linoléico en presencia de O,
para formar el radical peroxilo; este radical puede ser neutralizado por
el B-caroteno ocasionando la ruptura de su conjugaciéon manifestandose
en el proceso de decoloracion que puede ser medido espectrofotomé-
tricamente a una longitud de onda de 470 nm. Entre mds capacidad
antioxidante tenga el compuesto evaluado, menor serd la decoloracién
del B-caroteno. Para este método se realizé una nueva extraccion utili-
zando acetona en las partes comestibles del fruto en los cuatro estados
de madurez. En la Figura 6 se reportan los valores obtenidos para dicha
actividad; en el caso del mesocarpio del araza el estado sobremaduro,
al igual que el estado verde, presentan la mayor capacidad antioxidante
lipofilica, seguida de los estados maduro y pintén; en el epicarpio se ob-
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Figura 6. Medida de la actividad antioxidante por el método de decoloracién del
B-caroteno en el araza.

serva que el estado maduro presenta la mayor capacidad antioxidante,
seguida de los estados pintdn, sobremaduro y verde.

Si bien no es tan marcada la diferencia en la capacidad antioxidante
hidrofilica en los estados verde y maduro, esta capacidad disminuye con
el estado de madurez, ya que los fenoles (que son los principales contribu-
yentes a esta capacidad) se oxidan de acuerdo al proceso respiratorio del
fruto durante la maduracion.

Los valores obtenidos por el método de decoloracién del 3-caroteno
son diferentes a los encontrados por los métodos ABTS, DPPH y FRAP,
ya que estos ultimos miden la actividad antioxidante de los componentes
hidrofilicos del fruto (como fenoles o algunas vitaminas), mientras que
el primero cuantifica la actividad antioxidante de compuestos lipofilicos
como los carotenoides (5).

Cuantificacion e identificacion de los compuestos fenélicos

La identificacién preliminar de los compuestos fenolicos, presentes en
la mesocarpio y el epicarpio del fruto de araza en diferentes estados de
maduracion fue realizada mediante la técnica de cromatografia liquida
de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD).

Para confirmar la identidad de los compuestos, se realizo el anali-
sis comparativo espectral UV-VIS con los compuestos patrones de cada
uno de los picos, en la cual los picos de las muestras presentan los mis-
mos maximos de absorcion, asi como la misma forma del espectro que
los patrones correspondientes, lo que permite confirmar la identidad de
los picos de 4cido galico, caféico y clorogénico, cuyos tiempos de reten-
cion fueron idénticos a los de los compuestos identificados.

Una vez identificados los 4cidos fenolicos presentes en el mesocar-
pio y epicarpio de araza, estos se cuantificaron mediante interpolacion
en curvas de calibracion realizadas con los patrones. Los datos de las
curvas para cada dcido fenélico se observan en la Tabla 5.

En la Figura 7 se observa que el dcido clorogénico en el epicarpio lo-
gra un valor maximo en el estado pinton, pero luego empieza decrecer;
por el contrario, en el mesocarpio este dcido aumenta su concentraciéon
conforme avanza la maduracion del fruto.

La concentracion del dcido caféico disminuye durante la etapa de
senescencia, mientras que la concentracion del acido galico tuvo una
tendencia a aumentar durante la maduracion, tanto en el epicarpio
como en el mesocarpio. También se puede observar que el 4cido clo-
rogénico es el compuesto fenélico que presenta mayor concentracion,
cerca de 500 ug/g en el estado pintén y 500 pg/g en el estado maduro en
el epicarpio y aproximadamente 115 pg/g en el estado sobremaduro y 75
ug/g en el estado maduro en el mesocarpio; asi, este compuesto podria
presentar la mayor contribucion a la capacidad antioxidante en el fruto
de araza, seguido por el acido galico. Cabe resaltar que el acido cloro-
génico es el compuesto fenodlico mas abundante en plantas y también el
antioxidante mds activo de este grupo de compuestos (5).

Se ha determinado la capacidad antioxidante de las pulpas de los fru-
tos tropicales de (mora, uva, agai, guayaba, fresa, acerola, piiia, mango,
graviola, cupuagu y maracuya) aplicando el método ABTS con medidas
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Figura 7. Cuantificacién de los dcidos fendlicos por HPLC-DAD extraidos del araza en diferentes estados de maduracion. (a) epicarpio; (b) mesocarpio. V: verde; P: pinton; M: maduro;

SM: sobremaduro.

a dos tiempos (1 'y 7 minutos), DPPH (30 y 60 minutos) y DMPD (10 mi-
nutos). Los valores TEAC (capacidad antioxidante equivalente al Trolox)
obtenidos de las pulpas, oscilan entre minimos y maximos de 2,0 y 67,2
umol/g aplicando el ensayo ABTS, 1,02 y 67,0 umol/g aplicando DPPH.
La capacidad antioxidante obtenida por los métodos ABTS y DPPH se
encuentra correlacionada con el contenido de compuestos fenélicos y
antocianos, lo que demuestra que el arazd posee una mayor capacidad
antioxidante en el epicarpio comparado con las demas frutas (15).

Conclusiones

El arazd presenta una mayor actividad antioxidante en el estado verde,
la cual disminuye conforme avanza el grado de madurez, especialmente
en el epicarpio. Su capacidad antioxidante es principalmente de tipo hi-
drofilico y se debe principalmente a los compuestos acidos fenolicos, en
especial, al acido clorogénico.

Referencias

1. Velioglu, Y.; Mazza, G.; Gao, L.; Oomah, B. Antioxidant Activity
and Total Phenolics In Selected Fruits, Vegetables and Grain Prod-
ucts. J. Agric. Food Chem. 1998. 46: 4113-4117.

2. Do Nascimento, S.; De Oliveira, D.; Wachter, O. Araza (Eugenia sti-

pitata): Cultivo y Utilizaciéon: Manual Técnico. Ed. Secretaria Pro
Tempore, 1999.

3. Fernandez-Trujillo, J. P; Carrillo, M. P; Barrera, J. A.; Hernandez,

M. S. Araza. En: Tropical fruit. Yahia, E.M. (editor). Cambridge

(UK): Woodhead Publishing. pp. 98-115. 2011.

Hernéndez, M.; Barrera, J.; Carrillo, M. Araza. Instituto Amazdnico

de Investigaciones Cientificas. pp. 10-11. 2006.

5. Garzon, A; Narvaez, C; Rache, E.; Kopec, A.; Barry, M.; Kenneth,
M. Determination of Carotenoids, Total Phenolic Content, and An-
tioxidant Activity of Araza (Eugenia stipitata Mc Vaugh), an Ama-
zonian Fruit. J. Agric Food Chem. 2012. 60(18): 4709-4717.

Rev. Colomb. Quim. 2013, 42(2), 21-28.

REV. COLOMB. QUIM. Vol 42 No. 2 -2013.indb 27

27

30/08/15 6:40 p.m.



Cuellar, F. A.; Ariza, E.; Anzola, C.; Restrepo, P.

Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion. Produc-
tos de Frutas y Verduras. Determinacion de Acidez Titulable. Bogo-
ta: ICONTEC, 1999. 6 p. (NTC 4623).

Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacién. Jugos de
Frutas y Hortalizas. Determinacion del Contenido de Soélidos Solu-
bles. Método refractométrico. Bogotd: ICONTEC, 1999. 9p. (NTC
4624).

Espinal M. Capacidad Antioxidante y Ablandamiento de la Guaya-
ba Palmira ICA I (Psidium guajava L.) durante el Proceso de Madu-
racion. Tesis Magister en Ciencias Quimica. Universidad Nacional
de Colombia. Facultad de Ciencias. Departamento de Quimica. Bo-
gotd, Colombia. p. 150. 2010.

Magalhaes L. Automatic Method for The Determination of Folin-
Ciocalteu Reducing Capacity in Food Products. J. Agric. Food
Chem. 2006. 54: 5241-5246.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Huang, D.; Ou, B.; Prior, R. The Chemistry Behind Antioxidant Capa-
city Assays. J. Agric. Food Chem. 2005. 53: 1841-1856.

Re, R. Antioxidant Activity Applying an Improved ABTS Radical Ca-
tion Decolouration Assay. Free. Radic. Biol. Med. 1999. 26: 1231-1237.
Sharma O. DPPH Antioxidant Assay Revisited. Food Chem. 2009. 13:
1202-1205.

Benzie, I. E. E; Strain, J. J. The Ferric Reducing Ability of Plasma
(FRAP) as a Measure of “Antioxidant Power": The FRAP Assay. Anal.
Biochem. 1996. 239: 70-76.

Brand, W.; Cuvulier, M.; Berset, C. Use of a Free Radical Method to
Evaluate Antioxidant Activity. Lebensm. Wiss. Technol. 1995. 28: 25-33.
Kuskoski, C. M.; Asuero, A. G.; Troncoso, A. M. Aplicacion de Di-
versos Métodos Quimicos para Determinar Actividad Antioxidante
en Pulpa de Frutos. Cienc. Tecnol. Aliment., Campinas. 2005. 25(4):
726-732.

Article citation:

Cuellar, E A.; Ariza, E.; Anzola, C.; Restrepo, P. Estudio de la capacidad antioxidante del araza (Eugenia stipitata Mc Vaugh) durante la

maduracion. Rev Colomb Quim. 2013. 42(2): 21-28.

REV. COLOMB. QUIM. Vol 42 No. 2 -2013.indb 28

Rev. Colomb. Quim. 2013, 42(2), 21-28.

30/08/15 6:40 p.m.



Andrea Mojica', Jairo A. Guerrero™*

1 Laboratorio de Anilisis de Residuos de Plaguicidas. Departamento de Quimica. Universidad Nacional de Colombia. Bogota D.C., Colombia.

Recibido: 6 de mayo de 2013 « Aceptado: 29 de julio de 2013 B

* Autor para correspondencia: jaguerreod@unal.edu.co.

<>

Revista
Colombiana
4 Quimica

Evaluacion del
movimiento de
plaguicidas hacia la
cuenca del Lago de Tota,
Colombia

Evaluation of pesticides
movement towards Tota
Lake catchment, Colombia

Avaliacao de pesticida
movimento em direcao
Tota bacia do Lago,
Colombia

Resumen

Abstract

Resumo

La cuenca del Lago de Tota es una de las
principales zonas productoras de cebolla

en Colombia. Las practicas agricolas
convencionales utilizan plaguicidas para
combatir las enfermedades que atacan al
cultivo, siendo los fungicidas los mas usados,
pues las condiciones climaticas de paramo
(3.015 msnm) favorecen la proliferacion de
hongos en el suelo y en los cultivos. Con

el objetivo de evaluar el movimiento de

los plaguicidas al lago de Tota, se tomaron
muestras de agua y sélidos sedimentables
durante siete meses en algunos canales que
recorren la zona y desembocan en el lago. En
aguas superficiales se determind la presencia
de malation, tebuconazol, difenoconazol y
clorotalonilo; algunas muestras superaron el
limite de cuantificacién de la metodologia.
Por su parte, en las muestras de sdlidos
sedimentables se encontr6 malation y
clorotalonilo en concentraciones de

1,90 mg/kg a 4,38 mg/kg y de 0,27 mg/kg

a 1,29 mg/kg, respectivamente. Como
complemento, se evalud el movimiento
superficial de los fungicidas tebuconazol y
difenoconazol en una parcela de escorrentia
ubicada en la zona de estudio, encontrando
tebuconazol y difenoconazol en forma
disuelta a concentraciones de 4800 ng/L y 330
ng/L, respectivamente. Finalmente, se utiliz6
el Pesticide Impact Rating Index (PIRI) para
evaluar el riesgo potencial de movilidad de
los plaguicidas, encontrando un riesgo entre
alto y muy alto de movilidad hacia aguas
superficiales; estos resultados concordaron
con las evaluaciones experimentales.

The Tota lake catchment is a major onion-
producing area in Colombia. Conventional
agricultural practices use pesticides to

control diseases that attack the crop, and in
onion- production in this area fungicides

are most commonly used due to the Paramo
weather conditions and its location, 3015
meters above sea level (masl). These factors

are conducive to the proliferation of fungi

in the soil and in crops. In order to evaluate

the movement of pesticides to Lake Tota,

water samples and suspended sediments were
taken for seven months in several channels
that traverse the area and flow into the lake.

In surface waters, malathion, tebuconazole,
difenoconazole and chlorothalonil were
detected and even quantified in some samples.
In suspended sediments, malathion was
detected at concentrations between 1.90

mg/kg and 4.38 mg/kg, and chlorothalonil
ranged from 0.27 mg/kg to 1.29 mg/kg.

To determine concentrations of fungicides

in surface water closer to the source water
samples from a runoff plot located in the study
area were monitored for tebuconazole and
difenoconazole. In dissolved form, tebuconazole
was found at aconcentration of 4800 ng/L and
difenoconazole at a concentration of 330 ng/L.
The Pesticide Impact Rating Index (PIRI)

was used to assess the risk of surface water
contamination by pesticides commonly used in
onion production. Index values indicating high
to very high risk of surface water contamination
were found. These results agree with the
experimental evaluations.

Rev. Colomb. Quim. 2013, 42(2), 29-38.

A bacia do Lake Tota é uma cebola maiores
reas produtoras na Coldmbia. Praticas
agricolas convencionais que utilizam
pesticidas para controlar as doengas que
atacam a cultura, sendo os fungicidas mais
utilizados, porque as condi¢des climaticas da
saude (3015 metros acima do nivel do mar)
sdo propicias para a proliferagio de fungos
no solo e nas culturas. A fim de avaliar o
movimento de pesticidas no lago de Tota, as
amostras de agua e de sdlidos sedimentaveis
de sete meses em alguns canais que
atravessam a drea e correm para o lago. Na
dgua de superficie foi encontrada malatido,
tebuconazol, difenoconazol e clorotalonil

e até mesmo em algumas amostras, as
concentragdes excederam o limite de
quantificagio, enquanto que nas amostras

de solidos sedimentéveis sdo encontrado
apresenca de malatido e clorotalonil em
concentragdes entre 1,90 mg/kg — 4,38 mg/kg
e 0,27 mg/kg - 1,29 mg/kg, respectivamente.
Para complementar ese estudo, avaliamos

o movimento da superficie de fungicidas
tebuconazole e difenoconazole em uma trama
escoamento localizado na drea de estudo.
Tebuconazole e difenoconazole encontrado
na forma dissolvida, em concentragdes de
4800 ng/L e 330 ng/L, respectivamente.
Usado o Pesticide Impact Rating Index (PIRI)
para avaliar o risco potencial de encontrar
amobilidade de pesticidas entre risco alto

e muito alto de mobilidade en aguas de
superficie, estes resultados foram consistentes
com as avaliagdes experimentais.
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Introduccion

Debido a las diferentes altitudes y caracteristicas topograficas presentes
en Colombia, se encuentran diversos climas a lo largo de todo el terri-
torio que favorecen el desarrollo de diferentes tipos de cultivos. Aun-
que Colombia es conocido por ser un exportador de algunos productos
agricolas como el café, en las tltimas décadas y con la apertura de los
tratados de libre comercio, se ha diversificado la exportacion de produc-
tos agricolas hacia Europa y Estados Unidos (1). Durante los ultimos
anos, en Colombia y en el mundo, ha sido posible satisfacer la demanda
de productos agricolas y minimizar las pérdidas en la produccion gra-
cias al uso de plaguicidas; sin embargo su uso se ha incrementado en tal
magnitud que entre los afios 2004 y 2010 hubo un aumento del 16% en
el consumo de agroquimicos, lo cual se traduce en 131 418 209 kg y 206
557 182 L de formulaciones de plaguicidas vendidas (2).

El Lago de Tota es uno de los principales sistemas hidroldgicos del
pais, ya que es el cuerpo de agua natural con mayor extensién y sus
aguas son aprovechadas para el cultivo de trucha arcoiris, actividades
de recreacion, asi como fuente para el abastecimiento de agua potable
de diferentes municipios de la zona (3). Debido a su riqueza hidrologica,
la cuenca del Lago de Tota se ha convertido en una de las principales
zonas agricolas del pais, lo cual se refleja en una produccion de 131 451
toneladas de cebolla por afio con un rendimiento de 34,53 toneladas
por hectarea (4).

En los cultivos de cebolla larga ubicados a lo largo de la cuenca del
lago, es comtn el uso de plaguicidas para el control de las plagas que
atacan este cultivo, dentro de las que se encuentran el mildeo velloso,
la mancha purpura, la pudricién blanca, entre otras enfermedades (5).

Diferentes autores han reportado que las practicas agricolas con-
vencionales ocasionan la liberacién de plaguicidas al medio ambien-
te, los cuales pueden tener una serie de procesos de transformacién y
transporte. Dichos procesos dependen, tanto de las condiciones de la
regioén (pluviosidad, topografia del terreno, cobertura vegetal y tipo de
suelos), como de las propiedades fisicoquimicas inherentes del com-
puesto contaminante tales como presion de vapor, solubilidad en agua,
tiempo de vida media, coeficiente de adsorcion de carbono organico
(Koc), coeficiente de particion octanol-agua (Kow) (6).

Otros estudios han reportado que la presencia de plaguicidas en los
suelos se relaciona directamente con el contenido de materia organi-
ca, pues a mayor contenido, aumenta la adsorciéon de los plaguicidas
y disminuye su movilidad a través del perfil de este cuerpo natural. En
este sentido, cuando existe una fuerte adsorcion de los plaguicidas en el
suelo, el mecanismo mas probable de transporte hacia cuerpos de agua
es a través de fendmenos de erosién o escorrentia superficial (7). De
igual manera, se ha reportado que si el plaguicida presenta una alta so-
lubilidad en agua y una baja constante de adsorcion, los mecanismos de
movilidad hacia aguas ocurren mediante escorrentia y/o lixiviacion (8).

En la actualidad, el plan de ordenamiento de la cuenca del lago de
Tota, se ha convertido en el estudio maés relevante relacionado con la
zona; en éste se determind la calidad fisicoquimica y microbioldgica
de las principales corrientes de agua. Aunque es un estudio que retine
bastante informacién acerca de la region, no incluye la evaluacién de
residuos de plaguicidas en matrices ambientales (3).

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo llevar a
cabo una evaluacién de la movilidad de plaguicidas hacia el lago de
Tota, para lo cual se realizaron encuestas con el fin de identificar los
plaguicidas y las practicas agricolas que se emplean en la zona; posterior
a ello se efectué monitoreo sobre fuentes de agua que atraviesan los cul-

tivos y, paralelamente, se evaluaron muestras de sedimentos. Finalmen-
te, se aplico el Pesticide Impact Rating Index (PIRI) como herramienta
para predecir el riesgo potencial de transporte de los plaguicidas hacia
acuiferos en la zona de estudio (9).

Materiales y métodos

Area de estudio

El drea de estudio se localizé en la vereda Hato Laguna (Municipio de
Aquitania, Boyacd, Colombia), ubicada en la cuenca del Lago de Tota.
La region de estudio se caracteriza por tener cultivos intensivos de ce-
bolla larga (Allium fistulosum). El monitoreo de plaguicidas en agua y
sedimentos se realizd en la corriente “Las Cintas’, la cual recorre parte
de la vereda Hato Laguna y desemboca en el Lago de Tota; éste tiene un
area de 55,1 km?, con 11,8 km de largo por 6,2 km de ancho y una pro-
fundidad media de 60 metros. Se encuentra situado a 3015 msnm. La
temperatura en la cuenca del lago de Tota presenta fuertes fluctuaciones
que pueden variar entre 0 °Cy 22 °C (10).

El lago cuenta con dos regimenes de lluvia: interandino efecto bi-
modal en la cuenca occidental (730 mm/afo) y el efecto monomodal
en la region noreste (945 mm/afio), produciendo un periodo de lluvias
en los meses de abril a noviembre y una temporada seca de diciembre
amarzo (11, 12).

Uso de plaguicidas

La informacion sobre el uso de plaguicidas en los cultivos de cebolla lar-
ga se recolecté por medio de entrevistas personales con 30 agricultores
de la region; a partir de esta informacion se establecié que la aplicacion
de plaguicidas en los cultivos de cebolla larga se realiza por medio de as-
persiones con bombas manuales de mezclas de los diferentes principios
activos. La frecuencia de fumigacion es de cada ocho dias en época de
lluvia y cada quince dias en época seca. Las principales enfermedades
que atacan a los cultivos de cebolla son causadas por hongos, por lo que
la mayoria de plaguicidas que se aplican son fungicidas. En la Tabla 1 se
presentan los plaguicidas usados en los cultivos de cebolla, asi como las
cantidades aplicadas y la cantidad de veces que se aplica cada plaguici-
da al afo, expresada en porcentaje (% uso). Esta informacion permite
identificar los plaguicidas que se emplean en mayor dosificacion y aque-
llos que se emplean mas frecuentemente en los cultivos de cebolla de la
regién de estudio.

Muestreo de agua y sedimentos

Aguas superficiales

La Tabla 2 muestra las fechas de muestreo de aguas superficiales y de
sedimentos suspendidos; estos muestreos se dividieron en siete campa-
fas en el periodo comprendido entre febrero y agosto de 2009, a lo largo
de la corriente “Las Cintas”. Esta corriente fue seleccionada porque su
caudal recorre zonas densamente cultivadas y sus aguas desembocan
directamente al Lago de Tota. El muestreo realizado fue completamente
al azar, recolectando una muestra de agua en cada estacion de muestreo
por cada campana.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas usados en la zona de estudio.

Ingrediente activo (51(:;) . Log Kow* DE;‘; ::)il Cantidazlkagl;lli::;cbla alafio (Ig/:;
Azoxistrobina 423 2,50 70 3,9 31,0
Clorotalonilo 850 2,94 22 3,0 27,6
Cimoxanil 43,6 0,67 0,7 18,3 89,7
Ciproconazol 390 3,09 114 0,4 20,7
Deltametrina 460 000 4,60 13 9,3 41,4
Difenoconazol 3760 4,20 120 5,4 17,2
Dimetoato 30,1 0,70 2,6 3,6 6,9
Dimetomorf 348 2,68 57 18,9 62,1
Folpet 304 3,02 4,7 1,4 62,1
Malation 217 2,75 0,2 32 58,6
Metalaxil 500 1,65 42 1,9 17,2
Metamidofos 1 -0,79 3,5 2,6 34
Monocrotofos 18,9 -0,22 7 11,3 3,4
m-Paration 240 3,00 12 0,7 34
Oxadicil 36 0,65 75 1,9 6,9
Profenofos 2016 1,70 7 3,3 10,3
Propiconazol 1086 3,72 214 10,9 6,9
Tebuconazol 992 3,70 62 21,7 27,6
A cihalotrina 157 000 6,90 25 0,9 10,3

2 Datos obtenidos de: http://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/en/index.htm.
® Datos obtenidos por medio de encuestas a los agricultores.

A lo largo de esta corriente, se establecieron cinco estaciones de
muestreo una de ellas ubicada en una zona no intervenida con cultivos
en la cual se encontraba vegetacion nativa de la region, ésta se considerd
como muestra de referencia (zona de control). Tres estaciones se ubica-
ron en zonas densamente cultivadas (estaciones 2, 3 y 4) y una estacién
se ubico en la desembocadura de la corriente “Las Cintas” al Lago de
Tota (estacion 5). Adicionalmente, se ubico otra estacion en un canal

Tabla2. Campafas de muestreo de aguas y sedimentos suspendidos.

que recorre predios cultivados y desemboca directamente en el lago de
Tota (estacion 6). La Figura 1 muestra la localizacion de cada estacion.
Las muestras de agua superficial fueron recolectadas en botellas
de vidrio &mbar con capacidad de 4 L; las botellas fueron previamente
lavadas con jabon neutro y purgadas con acetona y agua destilada. Las
muestras de agua fueron recolectadas en cada sitio de muestreo por
inmersion directa de las botellas en contra del flujo de la corriente. Se

Numero de campaiia de muestreo Fecha de muestreo de agua superficial Fecha de muestreo de sedimentos suspendidos
1 15 febrero -
2 22 febrero -
3 22 marzo 22 de marzo 22 a 13 de abril
4 25 abril 13 de abril a 3 de mayo
5 23 mayo 23 de mayoal5 de junio
6 18 julio -
7 23 agosto 23 de agosto a 14 de septiembre 14
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Figura 1. Localizacion del drea de toma
de muestras y de las estaciones
de muestreo en la corriente
“Las Cintas”.
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transportaron inmediatamente al laboratorio donde fueron refrigera-
das a 4°C hasta su andlisis. El analisis de las muestras se realizo por
duplicado.

Sdlidos sedimentables

En el fondo de la corriente de la estacion de muestreo 4 se instald un
dispositivo para recoleccion de sdlidos sedimentables. El dispositivo
utilizado fue reportado por Liess ef al. (14) y Jergentz (15). El dispositi-
vo consistia en un contenedor de 4 litros que estaba equipado con una
entrada y una salida de la corriente de agua, permitiendo que los sedi-
mentos se depositaran en el interior del contenedor. La recoleccion de
estas muestras se realiz6 en cuatro periodos de 20 dias cada uno, como
se muestra en la Tabla 2.

Parcela de escorrentia
En este experimento se empled el montaje descrito por Martinez (13);
para ello se aislé un area de 1 m? sobre un terreno cultivado con ce-
bolla larga (pendiente 30 grados); por medio de laminas metélicas de
dimensiones conocidas (100 cm de largo por 30 cm de alto). Las lami-
nas metdlicas que forman las paredes se introdujeron en el suelo a una
profundidad de 10 cm sobresaliendo 20 cm por encima del terreno, esto
con el fin de aislar el terreno hidrolégicamente.

Durante un periodo de seis meses se recolectaron muestras de agua
y sedimentos provenientes de la escorrentia producida por eventos de
lluvia; la cantidad de precipitacion total durante el periodo de muestreo
fue de 561,2 L/m? y la cantidad de muestra recolectada fue de 25 L/m? la

cual se recogié por medio de un dispositivo que contaba con un tanque
cerrado.

Los principios activos aplicados en los cultivos de cebolla donde se
encontraba instalada la parcela fueron tebuconazol y difenoconazol y
las cantidades totales aplicadas durante el periodo de muestreo fueron
de 6 kg/ha y 0,3 kg/ha respectivamente.

Informacion pluviométrica

Los datos pluviométricos durante el periodo del estudio fueron suminis-
trados por el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambien-
tales de Colombia (IDEAM), a través de la estacién Corriente Las Cintas
(No. 3519001). La Figura 2 muestra que las primeras campaias de mues-
treo se realizaron en un periodo de bajas precipitaciones mientras que las
otras campanas se llevaron a cabo en época de alta precipitacion.

Estandares, reactivos y soluciones

Los estandares de plaguicidas empleados en este trabajo fueron obte-
nidos del Dr. Ehrenstorfer y de Chemservice, cada uno con una pureza
superior al 95%. Las soluciones madre fueron preparadas a concentra-
ciones cercanas a 500 pig/mL en acetato de etilo y fueron almacenadas
en frascos ambar a -20 °C. La mezcla de plaguicidas se prepard en aceta-
to de etilo tomando diferentes volumenes de cada una de las soluciones
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madre hasta obtener un rango de concentraciones entre 1,5 pug/mL y 44
pg/mL. Esta se almacend en frascos dmbar a -20 °C. Todos los solventes
empleados en este estudio fueron J.T. Baker grado residuos.

Metodologias de extraccion

Extraccion de plaguicidas en aguas

Se realizé por medio de una extraccion liquido-liquido empleando n-
hexano como solvente de extraccion. Se tomaron 1000 mL de mues-
tra (previamente filtrada a través de papel de filtro cuantitativo) en una
botella de vidrio dmbar de fondo plano, con capacidad de un litro, se
adicionaron 10 g de cloruro de sodio y 60 mL de n-hexano. La botella
tapada se colocd en agitacion magnética durante 30 minutos, luego se
realiz la recoleccion de la fase organica (16).

La fase organica se pas6 sobresulfato de sodio y se concentro a tra-
vés de un rotaevaporador a una temperatura de 35 °C y los plaguicidas
fueron transferidos cuantitativamente con acetato de etilo a un balén
aforado de 1 mL.

Muestras de agua potable fueron fortificadas para los experimen-
tos de recuperacion en un rango de concentraciones de 0,05 ug/mL a
2,30 ug/mL. Los porcentajes de recuperacion (%R) se encontraron entre
76%-106% y los coeficientes de variacion (% CV) entre 3%-13%, respec-
tivamente. Estos datos cumplen con lo establecido por US-EPA (%R:
70-130% y CV<30%) (17).

Extraccion de plaguicidas en sedimentos

Se empled una extraccion fraccionada con acetato de etilo y metanol
asistida con ultrasonido (18). La exactitud de la metodologia fue eva-
luada por medio de muestras fortificadas (%R entre el 70% y 120% y
%CV< 20%).

La extraccion de las muestras se realizo pesando 5 g de sedimen-
to los cuales fueron agitados con 30 mL de acetato de etilo durante
30 minutos en un bafo de ultrasonido, luego fueron centrifugados y
filtrados a través de sulfato de sodio anhidro, tomando 15 mL de la
fraccidn orgéanica. Posterior a esto se realizo una segunda extraccion
con 30 mL de metanol. Se combinaron los extractos de acetato de etilo
y metanol y fueron concentrados en un evaporador rotatorio a 35°C
hasta 1ImL. El extracto fue secado en corriente de nitrégeno y el resi-
duo se disolvi6 en 2 mL de acetato de etilo para inyectarlo en el cro-
matografo de gases.

Los limites de detecciéon y de cuantificacion se establecieron de
acuerdo al método propuesto por la US-EPA (19). La calibracion se
realizé en extractos blanco de agua potable. La Tabla 3 muestra los por-
centajes de recuperacion, los limites de deteccion (LD) y los limites de
cuantificacién (LC) determinados para los plaguicidas estudiados en
agua y en sedimentos.

Se utilizaron PCB 104 (2,2’4,6,6-pentaclorobifenil) y TPP (trifenil
fosfato) como compuestos subrrogados para controlar el desempefio de
las metodologias analiticas, evaluando los porcentajes de recuperacién
de dichos compuestos en cada una de las muestras.

Andlisis instrumental y confirmacion

La identificacion y cuantificacion de los plaguicidas se realizé por cro-
matografia de gases en un equipo HP6890 plus con inyector automatico
7683 Agilent Technologies® (Palo Alto, CA, EUA). Se utilizaron dos de-
tectores en paralelo uno de microcaptura electronica (LECD) y el otro
un detector de nitrogeno-fésforo (NPD). Las condiciones de operacion
fueron previamente reportadas por Ahumada y Guerrero (20).

Las muestras en las que se encontraron plaguicidas se confirmaron
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/
EM), utilizando un cromatdgrafo de gases 7890 A de Agilent Techno-
logies® (Palo Alto, CA, EUA) y un detector selectivo de masas 5975 C,
cuyas condiciones fueron reportadas previamente (21).

Tabla 3. Porcentaje de recuperacion, limites de deteccion y limites de cuantificacion para
los plaguicidas estudiados en aguas y sedimentos.

Plaguicidas analizados % LD® LC®
en agua Recuperacion (ng/L) (ng/L)
Permetrina pECD¢ 106 2,59 8,53
Pirimetanil NPD¢ 82 10,83 35,73
B ciflutrina uECD 94 4,85 16,00
Hexaconazol uECD 84 6,79 22,40
FentionNPD 82 1,54 5,07
Clorotalonilo pRECD 87 3,93 16,05
Difenoconazol pPECD 85 3,13 13,95
Profenofos NPD 83 291 9,60
Cipermetrina puECD 89 2,34 7,73
Isofenfos uECD 89 4,85 16,00
Metilparation pECD 82 3,25 10,73
Fenitrotion uPECD 90 2,83 9,33
Malation NPD 91 11,10 40,35
Fentoato NPD 76 1,29 4,27
Tetradifon pECD 86 4,61 15,20
A Cyhalotrina uECD 88 1,54 5,07
Ciproconazol uECD 102 13,45 43,73
Tebuconazol NPD 92 36,66 102,95
Clorpirifos pPECD 92 1,86 6,13
Diclofuanid uECD 86 1,09 3,60
Folpet uECD 78 1,81 5,97
Diazinon pECD 84 9,97 32,90
Azoxistrobina NPD 87 0,51 1,67
ClorotalonilouECD 97 0,02 0,07
Cimoxanil pECD 79 0,57 1,99
CiproconazolyECD 97 0,31 1,09
Deltametrina pECD 96 0,05 0,19
Difenoconazol pRECD 83 0,02 0,07
Dimetoato NPD 86 0,39 1,27
Dimetomorf NPD 80 1,17 3,88
Folpet uECD 92 0,34 1,20
Malatién pECD 99 0,06 0,22
Metilparation hECD 99 0,10 2,24
Oxadicil hECD 63 0,68 5,25
Profenofos pfECD 99 0,07 2,67
Propiconazol uECD 92 0,05 0,35
Tebuconazol NPD 85 0,18 2,37
\ Cihalotrina hECD 95 0,03 0,24

¢ D= Limite de deteccion; ® LC = Limite de cuantificacién; ¢ uECD = detector de microcaptura
electrénica; ¢ NPD = detector de nitrdgeno fésforo.
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Tabla4. Pardmetros de entrada para calcular el indice PIRI en las parcelas seleccionadas.

Parametros Parcela 1 Parcela 2
Tipo de suelo* Franco arcilloso loam Franco arcilloso
Contenido de materia orgénica en el suelo%** 8,27 3,14
Diametro del cuerpo de agua mas cercano(m)*** 1,5 0,7
Distancia del borde del cultivo a la fuentede agua mas cercana (m)*** 2 2
Pendiente (grados)*** 30 0
Ancho de la zona Buffer (m)*** 0 0
Promedio estimado de pérdida de suelo durante el periodo de estudio (tn/ ha) 0,7 20
Condiciones de humedad del suelo durante el periodo de interés*** Humedo Humedo
Precipitacion total durante el periodo de interés (mm)**** 698,6 698,6
Promedio maximo de temperatura del aire (°C)*** 11 11

*Determinado por el método de Bouyouco; **Determinado por el método de Walkley y Black; ***Medida realizada en campo; ****Datos tomados de IDEAM.

Este cromatografo contaba con un inyector de temperatura progra-
mada, lo que permiti6 inyectar volumenes superiores a los convencio-
nales y alcanzar menores limites de deteccion que los alcanzados con el
equipo en el que se realizo la identificacion inicial de los plaguicidas. La
confirmacién se realizé empleando los pardmetros de calidad propues-
tos por la Unién Europea, para lo cual se monitorearon minimo 3 iones
por compuesto en modo SIM (22).

Potencial de movilidad de los plaguicidas hacia aguas superficiales

El potencial de movilidad de los plaguicidas en estudio hacia aguas su-
perficiales, se establecié por medio del Pesticide Impact Rating Index
(PIRI). Para esta evaluacion, el indice considera las diferentes caracte-

Tabla5. Plaguicidas encontrados en aguas superficiales en las estaciones de muestreo.

risticas ambientales de la region de estudio tales como el tipo de suelo,
contenido de materia organica del suelo, pendiente del terreno, tempe-
ratura de la zona e informacion pluviométrica. A diferencia de otros in-
dices ambientales el PIRI también considera las diferentes zonas dentro
del perfil del suelo, los cambios en el contenido de carbono organico,
densidad de la poblacién microbiana y decrecimiento de la actividad
microbioldgica con respecto al perfil del suelo (23).

La evaluacion de movilidad de los plaguicidas se realizo en dos
parcelas cultivadas con cebolla larga que presentaban caracteristicas
geograficas diferentes. Uno de ellas se encontraba ubicada en un terre-
no con pendiente de aproximadamente 30°, adyacente a la corriente
“Las Cintas’, y la otra estaba ubicada en un terreno plano a orillas del
Lago de Tota. La Tabla 4 muestra los pardmetros caracteristicos de
cada parcela.

Campaiia de muestreo Estacion de muestreo Concentracion del plaguicida encontrado (ng/ L)
2 3 Tebuconazol<LC*
3 3,4,6 Malatién<LCP®
5 3 Malation<LC

6 Malation<LC
¢ 2 Clorotalonilo<LC¢
2 Clorotalonilo<LC
34 Malatiéon<LC
5 Malation 69,9
7 3 Difenoconazol 80,4
4 Difenoconazol<LC4
5 Difenoconazol 114,9
5 Tebuconazol 179,3

#Tebuconazol LC=102,95 ng/L; ® Malation LC= 40,35 ng/L; ¢ Clorotalonilo LC=16,05 ng/ L, ¢ Difenoconazol L(=13,95 ng/L.
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Resultados y discusion

Plaguicidas en aguas superficiales

La Tabla 5 muestra los resultados encontrados en las muestras de aguas
superficiales, la mayoria de las muestras presentaron concentraciones
por debajo del limite de cuantificacién. Los resultados reportados como
<LC indican la presencia del plaguicida en las muestras, las cuales fue-
ron confirmadas por CG/EM. En s6lo dos muestras las concentraciones
encontradas estuvieron por encima del limite de cuantificacién de la
metodologia (muestras 4 y 5 de la campafia de muestreo 7). El plaguici-
da malation se encontré en el 16,7% de las muestras analizadas, difeno-
conazol en 14,2%, tebuconazol en 4,8% y clorotalonilo en 4,8%.

La frecuencia de deteccion de malation en las muestras puede de-
berse a las propiedades fisicoquimicas del agua de la corriente las cintas,
ya que se encontrd un pH entre 6,2y 6,8, lo cual favorece la estabilidad
de este plaguicida, pues se ha reportado que la cinética de hidrolisis de
malatién es mayor en medio alcalino. Adicionalmente, al observar la
Tabla 1, se encuentra que esta molécula es de los plaguicidas que mas se
usan en la region, lo cual aumenta su probabilidad de deteccion.

Estos resultados correlacionan satisfactoriamente con lo reportado
en estudios similares, en los cuales se ha encontrado en repetidas oca-
siones la presencia de este compuesto en aguas superficiales (24-27).
De acuerdo a la US-EPA, concentraciones de malation por debajo de
0,1 g/L, no presentan toxicidad para la vida acudtica de la region (28).
Respecto a la deteccién de clorotalonilo, se encuentra que al igual que el

malation las condiciones ambientales favorecen la estabilidad del com-
puesto, pues para este plaguicida se ha reportado un tiempo de vida
media por hidrdlisis de 31 dias a un pH 9, asi como una descomposi-
cion por fotolisis de 65 dias (29). Por otro lado, la movilidad de este pla-
guicida hacia el agua puede deberse a fendmenos de escorrentia, pues
su constante de adsorcion es relativamente alta (300-7000 mL/g) (30).
De igual manera que lo reportado para el malation, la presencia de clo-
rotalonilo en aguas superficiales se ha encontrado frecuentemente (31).

Como se observa en la Tabla 5, la deteccién de compuestos de la fa-
milia de los azoles (difenoconazol y tebuconazol) fue la mas alta respec-
to a las demds familias de plaguicidas; la presencia de estos compuestos
en agua puede obedecer a diferentes mecanismos de transporte, aunque
debido a sus altas capacidades de adsorcién en el suelo (Koc 992 L/kg y
3760 L/kg, respectivamente) (29), se cree que la erosion hidrica super-
ficial puede arrastrar las particulas de suelo en las que se encuentran
adsorbidos estos plaguicidas y, de esta manera, estos compuestos pue-
den llegar hasta las corrientes de agua superficial (32). Cabe resaltar en
la Tabla 1 que las dosis utilizadas para tebuconazol son de las mas altas
respecto a los demas plaguicidas utilizados.

La Figura 2 muestra que durante el periodo de muestreo se observa-
ron precipitaciones intensas, las cuales pueden causar la erosion de los te-
rrenos produciendo el arrastre de las particulas del suelo hacia los canales
de agua y por tanto aumentando la escorrentia. Dado que los plaguicidas
se encuentran adsorbidos a las particulas del suelo estos se transportan
hacia aguas superficiales presentando sedimentacion y posterior resus-
pension de las particulas en el agua. Este hecho ha sido evidenciado por
Schaffer et al. (33) y Schriever et al. (34) quienes encontraron tebuconazol

en aguas superficiales y en aguas de escorrentia respectivamente.
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Figura 2. Precipitaciones durante las campafias de muestreo.
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Tabla 6. Particion de tebuconazol

y difenoconazol en agua y
sedimentos transportados por

escorrentia.

Pérdidas de plaguicidas Tebuconazol Difenoconazol
% Pérdidas por escorrentia en agua 0,02 0,03
% Pérdidas por escorrentia en sedimentos 0,03 1,69
% Pérdida total 0,05 1,72

Parcela de escorrentia

Con el proposito de evaluar de una manera més adecuada el movimien-
to de los plaguicidas que se aplican en el cultivo de cebolla hacia el lago
de Tota, se llevd a cabo un experimento que buscaba estimar la cantidad
de plaguicida que es transportado por escorrentia superficial (produci-
da por eventos de lluvia), en un area y periodo de tiempo establecidos,
una vez los plaguicidas son aplicados.

Para realizar este estudio, se escogieron los plaguicidas tebuconazol y
difenoconazol, los cuales como se observa en la Tabla 5 fueron frecuente-
mente detectados y que ademas se ha reportado que su movilidad hacia
cuerpos de agua se produce principalmente por este mecanismo de trans-
porte (32). Los analisis de las muestras, sobre los solidos sedimentables y
el agua recolectada indicaron que tebuconazol y difenoconazol se encon-
traban a una concentracion de 4800 ng/L y 330 ng/L, respectivamente. En
solidos suspendidos tebuconazol se encontrd a una concentracion de 6,3
mg/kg y difenoconazol a una concentracién de 7,3 mg/kg.

De otra parte, se calcul6 la fraccion de compuesto que se transpor-
to a través de fendmenos de escorrentia o erosién (porcentaje pérdi-
da) para cada uno de los plaguicidas, lo cual se realiz6 a través de los
resultados obtenidos de los andlisis de sdlidos suspendidos y del agua
recolectada, asi como de la cantidad de plaguicida aplicada en la parcela
que se disend (ver atrds). La Tabla 6 muestra los resultados del célculo
de esta pérdida de plaguicidas por fendmenos de escorrentia. Se puede
observar que las pérdidas son similares en agua y sedimentos para te-
buconazol, mientras que para difenoconazol se presentan mayores pér-
didas en sedimentos. Este hecho se atribuye a la mayor solubilidad del
tebuconazol en agua y al mayor valor de la constante de adsorcion (Koc)
del difenoconazol (3760 L/kg) respecto a la del tebuconazol (992 L/kg).

A pesar de que la cantidad de tebuconazol aplicada (1 kg/ha) a la
parcela cultivada, es mayor que la cantidad de difenoconazol (0,05 kg/
ha), se presenta una mayor pérdida por escorrentia para este ultimo,
donde las pérdidas se encuentran asociadas a sedimentos, por lo que
es posible establecer que la erosion hidrica del terreno es un factor in-
fluyente para el transporte de difenoconazol hacia aguas superficiales.
Algunos autores han reportado un maximo de pérdidas del 2% para
plaguicidas debidas a fenémenos de escorrentia (13).

Plaguicidas encontrados en sélidos sedimentables
en la corriente “Las cintas”

La Tabla 7 muestra los resultados de las muestras de sdlidos sedimenta-
bles tomadas en la corriente “Las Cintas”; en esta tabla se observa que se
determind la presencia de malatién y clorotalonilo.

La presencia de malation en sedimentos ha sido reportada por otros
autores en sistemas hidricos de caracteristicas similares, en estos estu-
dios se encontraron concentraciones entre 0,8 mg/kg y 36 m/kg (35,
36). Por otro lado, Varca et al. reportaron que en Laguna de Bay (Fili-
pinas), el malation se transporta desde el lugar de aplicacién a cuerpos
de agua a través de sedimentos de tamano de particulas <1,2 um (37).

De esta manera, al observar los resultados presentados en la Ta-
bla 7, se encuentra que las concentraciones encontradas en el presente
estudio, son superiores a lo reportado en literatura, por lo que es pro-
bable que el malation se adsorba a los sélidos suspendidos del agua, a

través de interacciones lipofilicas con la materia organica. Por lo tanto,
el malatién podria moverse hacia aguas superficiales por medio de la
adsorcion a los sedimentos. El potencial de los sedimentos para adsor-
ber contaminantes organicos ha sido demostrado por varios investiga-
dores (38, 39). La preferencia de los contaminantes por los sedimentos
en suspension se debe a la gran drea superficial que estos presentan y al
contenido de carbono organico.

Debido a su relativamente alta constante de adsorcion (850 L/kg),
la presencia de clorotalonilo en solidos sedimentables era de esperarse
pues esta propiedad le permite al plaguicida adsorberse al material par-
ticulado que proviene de la erosion del suelo y que llega a aguas super-
ficiales para finalmente depositarse a manera de sélidos suspendidos.

Potencial de movilidad de los plaguicidas hacia aguas superficiales

Se determino el potencial de movilidad de los plaguicidas encontrados en
la corriente “Las Cintas” hacia aguas superficiales por medio del indice
PIRI. Se encontré que tebuconazol, clorotalonilo y malatién presentan
un muy alto riesgo de movilidad hacia aguas superficiales, mientras que
el riesgo para difenoconazol es alto; esto indica que dependiendo de las
condiciones ambientales y las aplicaciones de los principios activos que se
realizan en la zona de estudio, se presenta una alta probabilidad de encon-
trar estos compuestos en aguas superficiales. Lo anterior coincide con las
determinaciones analiticas realizadas en las muestras de agua superficial
de la corriente “Las Cintas”. De esta manera, se evidencia la residualidad
de estos compuestos en aguas superficiales de la cuenca del Lago de Tota.

Conclusiones

Se encontré la presencia de los plaguicidas malation, difenoconazol, te-
buconazol y clorotalonilo en aguas superficiales de la cuenca del Lago
de Tota, en la mayoria de las muestras analizadas las concentraciones se
encontraron por debajo del limite de cuantificacion. A pesar de las bajas
concentraciones de los plaguicidas encontrados en aguas superficiales,
el flujo permanente de la corriente hacia el lago puede arrastrar cantida-
des de plaguicidas que serian representativas en los sedimentos del lago.

Tabla7. Plaguicidas en muestras de slidos sedimentables.

Campaiia de Plaguicidas
muestreo N° Malation(mg/ kg) Clorotalonilo (mg/ kg)
3 4,38 1.29
* 1,90 N.D#
> N.D:* 027
7 3,65 0,40

#N.D.= No detectado.
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El transporte de difenoconazol y tebuconazol hacia aguas superfi-

ciales se podria explicar por el arrastre de particulas de suelo y por la
erosion de los terrenos ya que estos plaguicidas se retienen en las parti-
culas del suelo debido al alto valor de la constante de adsorcion (Koc) y
a su baja solubilidad en agua.
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Colombia cuenta con una gran diversidad
de frutas tropicales las cuales se han
venido posicionando en los mercados
internacionales, entre ellas las pasifloras.
Para que la produccién de estos cultivos
responda al aumento de la demanda
nacional y de exportacion, se aplican
plaguicidas para el control de plagas y
enfermedades. El uso inadecuado de estos
agroquimicos puede implicar riesgos para
la salud publica, contaminacién ambiental
e interferir con el comercio internacional.
Con el objetivo de conocer las practicas
agricolas y el manejo integrado de plagas,
relacionado con el uso de plaguicidas, se
realizaron encuestas a productores de tres
especies de pasifloras (maracuyd, gulupay
granadilla) en los principales municipios
productores de Colombia. Se realiz6é un
muestreo aleatorio y se analizaron muestras
por el método TAEA-QuEChERS validado
en el laboratorio. Segun los resultados de
las encuestas y los analisis de laboratorio
se constato la presencia de residuos de
plaguicidas que sobrepasan los limites
maximos de residuos en algunas muestras;
asi mismo, que los plaguicidas identificados
corresponden con los aplicados por los
agricultores. Se identificé que la presencia de
residuos se debe principalmente a falencias
en la aplicacion de productos agricolas no
registrados para dichos cultivos.

As one of the most bio-diverse countries in
the world, Colombia boasts a wide diversity
of highly palatable tropical fruits. Even
though Colombian fruit production has
primarily targeted the domestic market,
several fruit species, such as passion fruit,
are steadily gaining ground in the broader
international arena. Many Colombian small-
scale farmers use pesticides for pest and
disease control, in order to increase crop's
production to respond to domestic and
international raising of demand. Inadequate
use of pesticides could possibly entail public
health risks, environmental contamination
and ultimately interfere with international
trade. Surveys were carried out to producers
of three species of passiflora crops (yellow
passion fruit, sweet passion fruit and purple
passion fruit) from the largest producers
municipalities in Colombia. Ramdomly
sampling was realized and samples

were analyzed by multiresidue analysis
methodology validated in the laboratory and
based on IJAEA-QuEChERS method. With
the results of survey and laboratory analysis
it is showed the presence of pesticide
residues that exceed maximum residue limits
in some samples and the pesticides identified
in the samples correspond to those used

by farmers. It was found that the presence
of residues is mainly due to shortcomings

in application of agricultural products no
registered for such crops.

Rev. Colomb. Quim. 2013, 42(2), 39-47.

A Colémbia tem uma grande variedade de
frutas tropicais que foram posicionamento
nos mercados internacionais , incluindo
Passiflora. Para a produgdo dessas culturas
responder a crescente demanda interna e
exportagdo, aplicar pesticidas para controle
de pragas e doengas. O uso inadequado
destes produtos quimicos podem envolver
riscos para a saude publica , a contaminagio
ambiental e interferir com o comércio
internacional. A fim de atender as praticas
agricolas e manejo integrado de pragas
relacionadas a pesquisas de utilizagdo de
pesticidas para produtores de trés espécies
de Passiflora , maracujé e paixdo gulupa
fruto em grandes municipios produtores
na Colombia. A amostragem aleatdria foi
realizada e as amostras foram analisadas pelo
método IAEA- QuEChERS desenvolvido
no nosso laboratoério. De acordo com

os resultados de pesquisas e analises de
laboratdrio mostraram a presenca de
residuos de pesticidas que excedem os
limites méaximos de residuos em algumas
amostras e os pesticidas identificados nas
amostras correspondem aos utilizados pelos
agricultores. Verificou-se que a presenca

de residuos é principalmente devido as
deficiéncias no uso adequado de préticas
agricolas relacionadas principalmente com
a implementagédo de produtos agricolas nao
registrados para essas culturas.
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Introduccion

Materiales y métodos

COLOMBIA ES UN PAfs AGRICOLA y privilegiado por la variedad de cli-
mas que posee. En los ultimos afios, el sector agricola ha experimentado
un proceso de apertura econoémica que le ha permitido innovar y buscar
altos niveles de calidad, los cuales se traducen en competitividad en di-
ferentes mercados.

Algunos productos, como las frutas exdticas, han alcanzado gran
importancia a nivel nacional e internacional; un ejemplo bastante no-
torio lo comprenden las ‘frutas de la pasion’ pertenecientes a la familia
Passifloraceae, que han tenido bastante acogida por los productores de
la regién andina. Colombia es un importante productor de varias espe-
cies de pasifloras, ya que cuenta con condiciones bio-fisicas apropiadas
para diversificar su oferta y aumentar los niveles de produccion (1).

En los ultimos anos ha habido un incremento importante de culti-
vos de pasifloras. En reportes del afio 2008, la produccion de granadilla
fue de 52305 toneladas con un area de 4568 hectareas cultivadas. Para
maracuya se encontré una produccion de 109486 toneladas, con 6372
hectareas cultivadas, siendo los departamentos mds destacados Huila,
Cundinamarca y Boyaca (2). Durante el 2012, la gulupa fue la segunda
fruta mas vendida en mercados internacionales con USD $12 millones
seguida por la granadilla con USD $2,9 millones (3,4,5).

Los problemas fitosanitarios asociados con los cultivos de Passiflo-
raceae son los principales factores que inciden en la disminucién de la
produccion, ya que pueden causar pérdidas entre 30 y 40%. Los culti-
vos padecen altos niveles de infestacion de plagas y enfermedades, ante
los cuales comunmente no se adoptan estrategias de manejo eficien-
tes, rentables y ambientalmente amigables. Aunque algunos producto-
res implementan buenas practicas agricolas en estos cultivos, éstos no
constituyen una mayoria y no se cuenta con estudios de inocuidad res-
pecto a los residuos de plaguicidas.

En Colombia se destacan tres regiones con alta produccion de gu-
lupa, granadilla y maracuya: los departamentos de Cundinamarca, Bo-
yaca y Huila. En estas zonas el control de plagas se realiza por medio de
aplicacion de plaguicidas. El uso de insecticidas es la opcion de control
de plagas mas popular pues el 90,5% de los productores de pasifloras
hacen uso de esta practica (6).

De acuerdo con legislaciones internacionales, es indispensable
asegurar la inocuidad del producto como requerimiento para expor-
tacion, y por tanto, es necesario realizar analisis de residuos de plagui-
cidas como parametro de control. Tal informacién es muy importante
para evaluar la eficacia de las practicas agricolas llevadas a cabo por
los agricultores y para promover la utilizacion y el uso adecuado de los
plaguicidas.

En vista de la alta dependencia de los productores de pasifloras
respecto del uso de insecticidas, implementar protocolos de Buenas
Practicas Agricolas (BPA) ofrece ventajas, tanto a productores, como a
consumidores, pues al suministrar productos inocuos, se generara en el
mercado un ambiente de confianza y las frutas de exportacion cumpli-
ran con las exigencias respecto a limites maximos de residuos.

El objetivo del presente trabajo consistié en la determinacién de
residuos de plaguicidas en el fruto entero de tres especies de pasifloras
en cultivos pertenecientes a los principales municipios productores de
Colombia en los departamentos de Boyacd, Cundinamarca y Huila, con
el fin de evaluar las practicas agricolas relacionadas con el manejo de
plaguicidas, ya que ello se constituye como requerimiento clave para la
comercializacion a nivel nacional e internacional.

Area de estudio

Se realizé una encuesta a productores de pasifloras, cuyo objetivo fue
recolectar informacion sobre las practicas agricolas implementadas en
los cultivos. Las especies estudiadas fueron: Passiflora edulis f. flavicar-
pa (maracuyd), P. edulis f. edulis (gulupa) y P. ligularis (granadilla). La
poblacion encuestada incluyo 48 fincas en los municipios con mayor
produccién de pasifloras en Colombia, especificamente en los departa-
mentos de Huila, Boyaca y Cundinamarca. La informacion a recopilar
se enfoco en el manejo integrado de plagas y el método para obtener la
informacion fue mediante entrevistas y verificacion de registros.

Practicas agricolas en cultivos de pasifloras

Las BPA ofrecen un ambiente propicio para que la agricultura sea eco-
némicamente viable y, por tanto, sostenible; generan bienestar social en
los grupos de agricultores y trabajadores y, en ultima instancia, originan
beneficios para los consumidores. Asi, las BPA establecen un equilibrio
6ptimo entre metas econdmicas, ambientales y sociales (7).

En Colombia se ha puesto en marcha un plan nacional para la im-
plementacion de BPA en diferentes cultivos prioritarios, como las pasi-
floras. El principal objetivo es impulsar el acceso a mercados globaliza-
dos a partir de capacitacion en buenas practicas agricolas (BPA). Con
ello se promociona el manejo integrado de plagas y desarrollo de BPA
en los cultivos de maracuyd, gulupa y granadilla (8).

Los esfuerzos por lograr una garantia de la calidad, la satisfaccion
del consumidor y la producciéon de alimentos inocuos con alta acepta-
cién, han conducido a la creacién de normas y procedimientos armo-
nizados a nivel mundial para desarrollar las BPA; un ejemplo son las
normas GLOBALGAP que cubren toda la etapa de produccién e incluyen
las aplicaciones de agroquimicos (9). En la seccién correspondiente se
puede verificar, entre otros aspectos, el relacionado con los analisis de
residuos de plaguicidas, que sin duda son un resultado global del mane-
jo agricola realizado para el cultivo en términos de uso de estas sustan-
cias. De acuerdo con los resultados de los andlisis se puede constatar si
el manejo integrado de plagas, y por tanto las BPA, se estdn llevando de
una manera adecuada; ademds, si los productos cumplen con las carac-
teristicas de inocuidad exigidas por los entes de control.

Muestreo

En la seleccion de las muestras para andlisis de residuos de plaguicidas
se realizo un muestreo aleatorio en 18 de las fincas encuestadas (en todo
el cultivo y en toda la planta), 6 por especie. Las especies de pasiflo-
ras recolectadas fueron gulupa, granadilla y maracuya. La cantidad de
muestra recolectada oscil6 entre 1,5-2,0 kg de la fruta comerciable en
el momento de la cosecha. Se tomaron dos muestras por cada finca.
Cada muestra se empacé en bolsas plasticas y se etiquetd con la siguien-
te informacion: municipio, vereda, posicion geografica, fecha de tltima
aplicacion y tipo de cultivo. En la Tabla 1 se presenta la informacion
correspondiente a las muestras tomadas en zonas del Departamento del
Huila donde se cultiva maracuya.
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Tabla 1. Informacin sobre el muestreo de maracuya en el Departamento del Huila.

Productor Municipio

Vereda

Tiempo entre la ultima

Ubicacion s
aplicacion y el muestreo

7 Suaza

Satia

01°57’13”N
01°48°05” W
976 m

7 dias

8 Suaza

Satia

01°56’45”N
075°48"21” W
1038 m

11 dias

9 Suaza

Satia

01°55°44”N
075°47°44” W
1026 m

8 dias

10 Suaza

Satia

01°58’11”N
075°47°50” W
973 m

8 dias

11 Gigante

Rio Loro

02°18’50”N
075°36’39” W
975 m

8 dias

12 Gigante

Rio Loro

02°19°25”N
075°36’40” W
759 m

4 dias

Materiales de referencia, reactivos y soluciones

Los estandares de plaguicidas empleados en este trabajo fueron obteni-
dos de Dr. Ehrenstorfer y de Chemservice, cada uno de éstos con una
pureza superior al 95%. Las soluciones madre fueron preparadas a con-
centraciones cercanas a 500 pg/mL en acetato de etilo y fueron almace-
nadas en frascos ambar a -20 °C. La mezcla de plaguicidas se prepard
en acetato de etilo tomando diferentes volimenes de cada una de las
soluciones madre hasta obtener las concentraciones de trabajo; éstas se
almacenaron en frascos ambar a —20 °C. Todos los solventes empleados
en este estudio fueron J.T. Baker grado residuos.

Metodologia de extraccion y limpieza

Se implementd la metodologia TAEA-QuUEChERS, la cual consiste en
una extraccion con acetato de etilo y posterior limpieza en fase disper-
siva (10). En la Figura 1 se describe esta metodologia. Previamente al
proceso de extraccién y limpieza se homogeneizaron 2,0 kg de muestra
en un Stephan Blender 2010.

Instrumentos y equipos

El anilisis cromatografico se llevd a cabo en un cromatdgrafo de gases
Agilent Technologies HP7890A, acoplado a un detector selectivo de ma-
sas 5975C (Palo Alto, CA, EUA). El cromatdgrafo se encontraba equipado
con un inyector automético 7673 con control electrénico de presion y un
inyector de temperatura programada, el cual se encontraba conectado a
una columna capilar HP-5 MS (30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 pm).

Elinyector se optimizé en modo venteo de solvente bajo las siguien-
tes condiciones: temperatura inicial de 39,4 °C; presién en el inyector
luego de la transferencia a la columna, 1,54 bares; flujo de purga de la
septa, 3 mL/min; presion durante el venteo, 0 bares por 0,5 min; flujo
de venteo, 63,8 mL/min. El programa de temperatura del inyector fue

el siguiente: 39,4 °C por 0,53 min; luego se incrementd la temperatura
a razén de 625 °C/min hasta 267,3 °C y se mantuvo en este valor por
2,8 min; a continuacion se llevé a 290 °C a razén de 100 °C /min y se
mantuvo a esta temperatura hasta el final del analisis cromatografico. El
volumen de inyeccion fue de 4 uL.

El espectrometro de masas proceso los datos en modo SIM/SCAN
y comenzé a adquirir 8,50 min después de la inyeccion, la temperatura
de la fuente de ionizacion fue de 203 °C, la temperatura del cuddrupolo
fue de 150 °C, la energia de ionizacion fue 70 eV y la presion en el orden
de 1,33*10°° bares.

‘ Se homogenizan 2 kg de passifloras. ‘

‘ Se pesan 15 g de muestra homogenizada en una probeta de vidrio. ‘

Se adicionan a la probeta 25 g de NaHCO, (bicarbonato de sodio) y 30 mL de Acetato
de etilo.

‘ Se homogeniza con un ultraturrax (12 000 rpm) por 1,5 minutos. ‘

‘ Se lleva a centrifugacion por 5 min a 4000 rpm. ‘

Se toma una alicuota de 2 mL, y a esta se adicionan 50 mg de PSA (amina primaria
secundaria), 300 mg MgSO A (sulfato de magnesio).

‘ Se realiza agitacion manual por 1 min. ‘

‘ Se lleva a centrifugacion por 5 min a 5000 rpm. ‘

‘ El sobrenadante se dispone en un vial para andlisis por cromatografia de gases ‘

Figura 1. Descripcién de la metodologia IAEA-QUEChERS para el andlisis de residuos de
plaguicidas en muestras de pasifloras.
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Tabla2. Grupo de iones adquiridos por el detector selectivo de masas para confirmacion de los plaguicidas analizados en pasifloras.

No Plaguicida t, I6n de cuantificacion Q1 Q2 Q3
1 Metamidofos 9,669 94 95 141 -
2 Monocrotofos 15,908 127 192 223 -
3 Carbofuran 16,802 164 149 221 -
4 Clorotalonil 18,663 266 264 268 -

5 Pirimetanil 17,832 198 199 200 197
6 Metil paration 19,972 263 125 246 -

7 Malation 21,920 173 158 125 127
8 Clorpirifos 22,572 314 316 258 260
9 Profenofos 26,668 337 339 373 372

10 Tebuconazol 29,851 250 252 125 163
11 Tetradifon 31,422 356 354 358 227
12 \-Cihalotrina 32,051 181 197 449 161
13 Cipermetrina 35,244 163 165 181 209
14 Difenoconazol 38,594 323 325 265 267
15 Deltametrina 39,573 253 181 251 255
16 Azoxistrobin 40,529 344 388 403 -

El programa de temperatura del horno fue el siguiente: al inicio se
mantuvo a 41 °C por 3,67 minutos y luego se increment6 a 60 °C a una
razén de 115 °C/min; tan pronto alcanzé esta temperatura se llevd a
150 °C a razon de 20 °C/min, luego se llevd a 195 °C a 5 °C/min, y se man-
tuvo a esta temperatura por 5 minutos. Por ultimo se llevé hasta 280 °C a
una razon de 10 °C/min, manteniendo el horno a 280 °C por 12 minutos
mas. El tiempo total de andlisis cromatografico fue 42,8 minutos.

La determinacion y confirmacién de los plaguicidas se realizé me-
diante la técnica de adquisiciéon Monitoreo Selectivo de Iones (SIM). La
seleccién de los iones para la adquisicién por modo SIM fue realizada
teniendo en cuenta la abundancia relativa de los fragmentos, con el fin
de tener una respuesta adecuada y una buena especificidad y selectivi-
dad. Para la mayoria de los compuestos se seleccionaron 4 iones: uno
para cuantificacién y 3 cualificadores. En la Tabla 2 se muestran los io-
nes seleccionados para cada plaguicida.

Validacion de la metodologia

Con el objetivo de obtener resultados confiables, reproducibles y ade-
cuados para la determinacion de residuos de plaguicidas en pasifloras,
se valido la metodologia para los plaguicidas que aplican los agricultores
en los cultivos y que se podian determinar por GC/MS. Siguiendo los
parametros de la guia SANCO 2011 (11) se determino: especificidad/se-
lectividad, precision, limites de deteccién y cuantificacion, linealidad y
exactitud. La Tabla 3 presenta los porcentajes de recuperacion a 3 niveles
de concentracién, limites de deteccién, limites de cuantificacién y preci-
sién, como precision intermedia de los plaguicidas evaluados. Como se
observa, el metamidofos es el tnico plaguicida que no cumple con los
criterios de exactitud de SANCO en los que el porcentaje de recuperacion
debe estar entre 70 y 120%; sin embargo, los resultados son precisos pues
el %CV estd por debajo del 20%. Las curvas de calibracion se prepararon
en blanco de matriz para minimizar el error en la determinacion debido
al efecto matriz (12).

Resultados y discusion

Uso de plaguicidas

Algunos aspectos de los procedimientos GLOBALGAP se consideraron
en la encuesta y se destinaron a conocer el estado de las practicas agri-
colas en el manejo de los cultivos de pasifloras en las regiones de mayor
produccion. Dichos aspectos se trataron mediante preguntas sencillas
y se enfocaron principalmente en manejo integrado de plagas, medio
ambiente y conservacion, en disposicién de envases vacios de produc-
tos fitosanitarios, salud, seguridad y bienestar del trabajador.

Se estableci6 que la aplicacion de plaguicidas se lleva a cabo me-
diante el uso de bomba de espalda durante la etapa de floracién y de
bomba estacionaria durante la etapa de produccion. El agricultor ge-
neralmente no calibra las bombas. Esta informacion es importante si
se desea identificar problemas en la dosificacion de los pesticidas y ello
se relaciona con la concentracion de plaguicidas en los cultivos. Se ob-
servo que el 83,3% de los productores de gulupa llevan el registro de
plaguicidas aplicados, mientras que en los cultivos de granadilla y ma-
racuya lo registran sélo el 53,3 y 26,7% de los productores, respectiva-
mente. De este modo se evidencia que en este aspecto los productores
de gulupa son mas cuidadosos, pues siguen las recomendaciones de las
empresas exportadoras que comercializan sus productos. El 66,7% de
los productores de granadilla encuestados realiza aplicacion de pesti-
cidas desde el comienzo del cultivo, mientras que los productores de
maracuya y gulupa aplican plaguicidas dependiendo de los sintomas
de enfermedades. Las dosis usadas por los agricultores son las reco-
mendadas por las casas comerciales y que dependen de la plaga que
quieren erradicar.

En la Figura 2 se muestra el resultado de la pregunta relacionada
con el periodo de tiempo entre la ultima aplicacion de plaguicidas
y la recoleccién del producto. Se observa que, para los productores
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Tabla3. Porcentajes de recuperacion, precision intermedia, limites de deteccion y cuantificacion.

Plaguicida %R N1 (% CV) %R N2 (% CV) %R N3 (% CV) LOD pg/kg LOQ pg/kg
Metamidofos 38,75 (18,86) 45,55 (13,09) 39,51 (12,83) 24,3 100,1
Monocrotofos 65,10 (17,85) 79,47 (14,42) 71,67 (5,93) 6,9 32,2

Carbofuran 79,68 (10,30) 93,02 (7,59) 83,53 (3,83) 7,5 20

Clorotalonil 71,97 (11,81) 91,61 (9,74) 80,74 (17,47) 2,2 8,9

Pirimetanil 81,31 (14,36) 93,48 (8,40) 85,85 (2,23) 0,7 2,6

m-Paration 79,00 (12,29) 93,66 (7,19) 88,63 (1,23) 1,2 45

Malation 92,91 (10,04) 110,44 (40,28) 89,96 (18,69) 20,0 20,0

Clorpirifos 91,16 (10,46) 99,01 (3,17) 90,77 (1,60) 1,7 6,0

Profenofos 83,33 (11,25) 94,97 (1,98) 88,25 (4,87) 5.8 20,0
Tebuconazol 100,22 (16,33) 92,56 (15,24) 75,69 (15,43) 7,9 20,1

Tetradifon 86,71 (48,62) 98,81 (5,25) 87,11 (3,56) 3.2 20,0
A-Cihalotrina 74,76 (15,71) 103,03 (2,30) 89,25 (6,55) 18,1 20,1
Cipermetrina 95,46 (16,23) 95,97 (7,09) 87,64 (1,32) 57,5 100,0
Difenoconazol 88,20 (8,22) 84,79 (3,76) 88,57 (0,51) 8,8 50,1
Deltametrina 60,91 (15,41) 107,52 (7,28) 84,77 (10,70) 58,0 100
Azoxistrobin 75,56 (12,26) 90,77 (9,98) 88,83 (3,03) 2,3 9,2

N = 5réplicas; LOD: Limite de Deteccidn; LOQ: Limite de Cuantificacién; %CV: Coeficiente de variacion.

de maracuyd, el tiempo entre la tltima aplicacion de los plaguicidas
y la cosecha es muy corto si se compara con los productores de gra-
nadilla y gulupa quienes, en general, muestran periodos superiores a
ocho dias.

En la Tabla 4 se presentan los plaguicidas aplicados por los agri-
cultores, el rango de periodos de carencia recomendados por las casas
comerciales para diferentes tipos de cultivos (13), el limite maximo de

residuo (LMR) aceptado por la Comunidad Econémica Europea en
frutas de la pasion (14), clasificacién toxicologica de diferentes pre-
sentaciones comerciales que contienen el principio activo y clasifica-
cién segin plaga objetivo. Se encontré que la mayoria de plaguicidas
que aplican los agricultores no se encuentran registrados ante el ICA
para pasifloras. Solamente poseen registros A-cihalotrina, deltametri-
na y tebuconazol en ciertos productos comerciales (15).

20 dias
15 dias }
11 dias

5
8 dias : 1
1

7 dias

5 dias 1

3 dias 3
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Figura 2. Periodo de tiempo entre la
(ltima aplicacidn de pesticidas
y la recoleccion del producto.
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Tabla4. Plaguicidas usados por los agricultores de acuerdo a las encuestas.

Plaguicida *Periodo ¢,ie carencia LMR Cla?iﬁca'lc%(’)n Modo de accién
(dias) (mg/kg)** toxicologica

Metamidofos 14-21 0,01 1 Insecticida
Monocrotofos 7-30 0,01 I Insecticida
Carbofuran 14-90 0,01 I Insecticida
Clorotalonil 3-15 0,01 Iyl Fungicida
Pirimetanil 3-21 0,05 111 Fungicida
m-Paration 15-28 0,01 I Insecticida
Malation 7 dias 0,02 Myl Insecticida
Clorpirifos 7-90 0,05 Iy III Insecticida
Profenofos 14-28 0,01 11 Insecticida
Tebuconazol 3-21 0,05 Iy III Fungicida
Tetradifon Se aplica en flores 0,01 Myl Acaricida
\-Cihalotrina 1-45 0,02 NIyII Insecticida
Cipermetrina 3-21 0,05 Myl Insecticida
Difenoconazol 7-30 0,1 I yII Fungicida
Deltametrina 3-35 0,05 IL Iy IV Insecticida
Azoxistrobin 1-35 4,0 Iy III Fungicida

*Tiempos entre |a Ultima aplicacion y la cosecha reportados para diferentes tipos de cultivo.
** Limite méximo de residuo (LMR).

Resultados de los analisis de laboratorio la metodologia realizada ni identificacién de ninguno de sus iones. En
la dltima columna se reporta el tiempo en dias entre la tltima aplicaciéon

de plaguicidas y el dia del muestreo, el cual coincidié con la recoleccion

En cada una de las muestras de pasifloras recolectadas se realizé un
analisis de residuos de plaguicidas por duplicado. En las Tablas 5, 6 y
7 se presenta el plaguicida encontrado por finca y su concentracion en
mg/kg. La abreviatura ND significa que no hubo deteccién de sefial bajo

Tabla 5. Plaguicidas detectados en las fincas con cultivos de granadilla.

de la produccién del cultivo.

Como se observa, los plaguicidas encontrados corresponden con
los productos empleados en cultivos de pasifloras de acuerdo a las en-
cuestas realizadas. Se observa ademds, coherencia entre los resultados

.. Tiempo entre la ultima aplicacion
Productor Plaguicida M1 (mg/kg) M2 (mg/kg) y el muestreo (dias)
Clorotalonil 0,015 ND
14 A-Cihalotrina ND 0,022 11
Cipermetrina ND ND
3 Clorotalonil ND 0,012 1
Pirimetanil 0,001 0,001
Clorotalonil ND 0,003
2 Pirimetanil 0,017 0,009 25
\-Cihalotrina 0,091 0,073
1 ND ND 11
15 Clorotalonil 0,750 0,192 1
\-Cihalotrina ND 0,032
10 ND ND 14

M1: Muestra 1; M2: Muestra 2; ND: no detecta.

4
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Tabla 6. Plaguicidas detectados en las fincas con cultivos de maracuya.

.. Tiempo entre la ultima aplicacion
Productor Plaguicida M1 (mg/kg) M2 (mg/kg) v el muestreo (dias)

48 Monocrotofos 0,020 ND 7
Monocrotofos 0,013 0,027

41 Carbofuran 0,013 ND 11
Cipermetrina 0,087 0,123

34 Carbofuran 0,008 ND 8
Monocrotofos 0,123 0,141

40 Carbofuran 0,021 0,008 8
Cipermetrina 0,128 0,175

47 Profenofos ND 0,009 8

43 Profenofos ND 0,019 4

M1: Muestra 1; M2: Muestra 2; ND: no detecta.

obtenidos entre muestras de una misma finca, pues a pesar de la variabi-
lidad en el muestreo en campo, los resultados son muy similares.

Se observa principalmente la presencia de clorotalonil y A-Cihalotrina
en cultivos de granadilla. A pesar que la tltima aplicacién de plaguici-
das se realizo entre 11 y 25 dias antes del muestreo, las concentraciones
encontradas fueron excesivamente altas; es de resaltar que se recomien-
dan periodos de carencia para ciertos cultivos hasta de 45 dias para
\-Cihalotrina y hasta 15 dias para clorotalonil.

En los cultivos de maracuyd se encontraron altas concentraciones
de monocrotofos y cipermetrina principalmente, mientras en cultivos
de gulupa se reportaron las concentraciones mas altas para deltametri-
na. Estos resultados indican que los plaguicidas aplicados difieren de-
pendiendo del cultivo. Al observar los resultados de las muestras pode-
mos decir que los plaguicidas mas frecuentemente detectados fueron:
monocrotofos (cinco muestras), azoxistrobin (cuatro muestras) y cloro-
talonil (cinco muestras) en muestras de maracuyd, gulupa y granadilla,
respectivamente. En cinco fincas se encontraron concentraciones de
plaguicidas que superaron los limites maximos de residuos.

Productores de granadilla

En la Tabla 5 se puede observar que en sélo dos fincas no se encontraron
residuos de plaguicidas. En tres fincas se encontr6 dos plaguicidas en

Tabla7. Plaguicidas detectados en las fincas con cultivos de gulupa.

comun, clorotalonil y A-Cihalotrina indicando practicas agricolas simi-
lares. En una de estas fincas las concentraciones encontradas fueron las
mas altas. Clorotalonil y A-Cihalotrina superaron el limite maximo de
residuos en dos fincas; por tanto, estos productos no cumplirian con los
requisitos para exportacion.

Productores de maracuyd

En la Tabla 6 se puede observar que en todas las fincas se encontraron
residuos de plaguicidas. Es evidente que en el cultivo de maracuya las
practicas agricolas son diferentes a las implementadas por los produc-
tores de granadilla, pues se encontraron diferentes plaguicidas. En dos
fincas se encontraron los mismos plaguicidas y, ademads, presentaron
concentraciones excesivamente elevadas de monocrotofos y ciperme-
trina, lo cual indica que no se llevan adecuadamente las practicas agri-
colas. Estas dos fincas producen maracuya y la producciéon no cumple
con la reglamentacion, pues las concentraciones sobrepasan los limites
maximos de residuos. En cuatro fincas se encontraron residuos de los
plaguicidas aplicados que no superaron los limites permitidos.

Productores de gulupa
En la Tabla 7 se observa que solamente una finca no present6 residuos
de plaguicidas de los agroquimicos aplicados. En otra finca se encon-

.. Tiempo entre la ultima aplicacion
Productor Plaguicida M1 (mg/kg) M2 (mg/kg) v el muestreo (dias)
16 Pirimetanil 0,002 ND 16
Clorotalonil 0,007 ND
32 Difenoconazol ND 0,029 16
Azoxistrobin ND 0,008
Tebuconazol 0,048 0,027
25 \-Cihalotrina 0,017 ND 7
Deltametrina 0,074 0,071
Azoxistrobin 0,003 ND
29 ND ND 7
3 A-Cihalotrina 0,026 0,026 9
Azoxistrobin 0,028 0,045
28 Pirimetanil 0,021 0,017 52

M1: Muestra 1; M2: Muestra 2; ND: no detecta.
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traron residuos de cuatro plaguicidas, dentro de los cuales se encuentra
la deltametrina superando el limite maximo de residuos, el cual es 0,05
mg/kg. En las fincas estudiadas, cuatro fincas cumplirian con los limites
maximos permitidos en sus productos.

De acuerdo con la regulacién de la Comunidad Econémica Europea
respecto a limites maximos de residuos algunos de los productos de las
fincas mencionadas anteriormente, cumplen con el requisito de inocui-
dad, pues no exceden la concentraciéon de 0,010 mg/kg. Se ha estableci-
do que, para matrices que no tengan estudios referentes a limites maxi-
mos de residuos —como es el caso de las frutas exdticas y en especial las
‘frutas de la pasion; se toma por defecto el valor de 0,010 mg/kg como el
maximo valor permitido, ya que se considera un nivel suficientemente
bajo para proteger al consumidor de la ingesta de cantidades no autori-
zadas o excesivas de residuos de plaguicidas (14).

Retomando la informacién suministrada por los agricultores, es
interesante observar que las concentraciones altas encontradas en algu-
nas muestras mantienen cierta relacién con los sistemas de fumigacion;
en efecto, cuando se pregunto a los agricultores sobre la revision de las
bombas y sistemas de aspersion, en ningtn caso se encontrd informa-
cién sobre mantenimiento o calibracion de estos equipos y por esta ra-
z6n es probable que en las practicas agricolas haya aplicaciones erréneas
de las cantidades recomendadas para los plaguicidas.

En el mundo se han reportado algunos estudios de residualidad de
plaguicidas en pasifloras; por ejemplo en Brasil se encontraron residuos
de m-paration excediendo 0,010 mg/kg (16). En Irlanda y Suecia se
encontraron residuos de clorotalonil y dimetoato, en pasifloras impor-
tadas de Kenia, con concentraciones mayores a las permitidas por los
organismos de control (17, 18). En Bélgica, en monitoreos realizados en
pasifloras en 2008, se encontr¢ difenoconazol por encima de los LMR
(19). Un estudio de residuos de plaguicidas en frutas y vegetales pro-
venientes de Sur América report6 concentraciones de cipermetrina y
A-Cihalotrina por encima de los limites méximos de residuos en frutas
de la pasion (20).

Estudios sobre residualidad de plaguicidas en cultivos de maracuya
en Colombia, han mostrado la importancia del establecimiento de bue-
nas practicas agricolas, pues se encontraron concentraciones superiores
a los LMR de malation, mancozeb y etofenprox hasta después de ocho
dias de la aplicacion (21). También se encontr6 que los plaguicidas apli-
cados dentro de los periodos de carencia recomendados se encuentran
por debajo de los limites méaximos de residuos (22).

Uno de los principales problemas que se presenta en Colombia es
que no se han establecido limites maximos de residuos para la mayoria
los plaguicidas que se aplican en frutas tropicales incluyendo las pasiflo-
ras; por tanto, el valor de LMR para estos productos se debe tomar por
defecto y corresponde al valor de 0,010 mg/kg el cual es bastante bajo,
restringiendo la exportacion de estas frutas.

Conclusiones

De acuerdo con los resultados, se demostré que los residuos de plaguici-
das exceden los limites méximos de residuos (LMR) de la Unién Europea
en las tres especies de pasifloras analizadas; los plaguicidas identificados
en las muestras corresponden con los aplicados por los agricultores. Se
estableci6 que la presencia de residuos se debe principalmente a la no
implementacion de buenas practicas agricolas por parte de los agriculto-
res, fundamentalmente a la relacionada con el tipo de plaguicida que se
aplica, pues la mayoria de los plaguicidas que los agricultores usan no se
encuentran registrados para su uso en ‘frutas de la pasion.

Los resultados sefialan la necesidad de un seguimiento frecuente,
mediante analisis de residuos de plaguicidas, a fin de asegurar la calidad
e inocuidad de las frutas tropicales, tanto para exportacion, como para
consumo nacional. Los resultados destacan la urgencia de desarrollo

e implementacion de paquetes integrados de control de plagas en los
cultivos de pasifloras y de sensibilizacion sobre el buen el uso de pla-
guicidas.
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Autoensamblaje de un
cuadrado supramolecular
a partir del complejo
[Ni(dppe)(TOF),] con
4,4'-bipiridina

Self-assembly of a
supramolecular square
between [Ni(dppe)(TOF),]
and 4,4'-bipyridine

Automontagem de

um quadrado supra-
molecular a partir do
complexo [Ni(dppe)(TOF),]
com 4,4'-bipiridina

Resumen

Abstract

Resumo

El interés principal de esta investigacion

es contribuir al desarrollo y comprension
de la quimica supramolecular y de las
arquitecturas moleculares construidas
mediante el autoensamblaje de entidades
complementarias. A tal fin se sintetizo y
caracterizo (UV, FT-IR, Raman, andlisis
elemental, RMN 'H, 3P, “F, COSY 'H-'H)
un cuadrado supramolecular de niquel (II)
[7]. Este proceso se realizé a partir de la
sintesis del complejo inicial: [Ni(dppe)Cl,]
[3], el cual fue sintetizado entre el cloruro
de niquel [1] y difenilfosfino etano (dppe)
[2]. Luego se realizd la sintesis del complejo
de interés, [Ni(dppe)(TOF),] [5], entre el
complejo [3] y el trifluorometanosulfonato de
plata (Ag-TOF) [4]. Finalmente el proceso de
autoensamblaje se realizd entre el complejo
[5] y el ligando organico 4,4’ -bipiridina

[6], los cuales actian como vértice y arista
respectivamente, en la estructura del
cuadrado.

De acuerdo con los diferentes analisis
realizados, se encontré que el autoensamblaje
generd una unica especie supramolecular,
siendo la especie cuadrada la estructura
termodindmica mds probable.

The main interest of this research is

to contribute to the development and
understanding of supramolecular chemistry
and molecular architectures, which

are constructed by the self-assembly of
supramolecular entities. Therefore, the
synthesis and characterization (IR, UV, 'H
NMR, *'P, E, '"H-'H COSY) of a nickel (II)
supramolecular square [7] was performed
through the synthesis between nickel chloride
[1] and diphenylphosphinoethane (dppe)

[2] to form the precursor complex [Ni(dppe)
ClL,] [3]. This was followed by the synthesis
of the complex of interest, [Ni(dppe)

(TOF),] [5], using the precursor and silver
trifluoromethanesulfonate (Ag-TOF). Finally,
the self-assembly was performed between

the complex [5] and the organic ligand

4,4 -bipyridine [6], which act as vertex and
edge, respectively.

According to various analyses, it was
found that the self-assembly generated only
one supramolecular species; a square is the
most probable thermodynamic structure.

O interesse principal de esta investigacdo
foi contribuir ao desenvolvimento e
entendimento da quimica supra-molecular
e as arquiteturas moleculares, construidas
mediante a automontagem de entidades
complementarias. Assim, se realizou,

a sinteses e caracterizagdo (UV, FT-IR,
Raman, andlises elementar, RMN 'H,

3P, ¥, COSY 'H-'H) de um quadrado
supra-molecular de niquel (II) [7]. Este
processo se realizou, a partir da sinteses do
complexo inicial: [Ni(dppe)Cl,] [3], o cual
foi sintetizado entre o cloreto de niquel

[1] e difenilfosfino etano (dppe) [2]. De
seguida, foi realizada a sinteses do complexo
de interesse: [Ni(dppe)(TOF),] [5], entre o
complexo [3] e o trifluorometanosulfonato
de prata (Ag-TOF) [4]. Finalmente, o
processo de automontagem, foi realizado
entre o complexo [5] e o ligando organico
4,4’-bipiridina [6], os quais atuam como
vértice y arista na estrutura do quadrado,
respectivamente.

De acordo aos diferentes analises
realizados, se encontrou que a automontagem
originou uma dnica espécie supra-molecular,
sendo a espécie quadrada, a estrutura
termodindmica mais provavel.

Palabras clave: compuesto de coordinacién
de niquel(II), dppe, 4,4’-bipiridina, auto-
ensamblaje, cuadrado supramolecular.

Keywords: Nickel(II) coordination complex,
dppe, 4,4’-bipyridine, self-assembly,
supramolecular square.
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Autoensamblaje de un cuadrado supramolecular a partir del complejo [Ni(dppe)(TOF),] con 4,4 -bipiridina

Introduccion

Los POLIGONOS Y POLIEDROS metal-organicos MOP (Metal Organic
Polyhedra) son compuestos generados entre ligandos organicos di y tri-
topicos con metales (generalmente de transicién) que poseen dos o mas
sitios de coordinacion disponibles. Estos arreglos moleculares nanomé-
tricos se pueden obtener mediante el autoensamblaje de subunidades,
las cuales deben tener una geometria predefinida y complementaria,
teniendo en cuenta variables como los dngulos de enlace, la disposicion
espacial y los puntos de enlace. Con el fin de controlar la forma y el
tamano de las mismas, estos arreglos supramoleculares se pueden sub-
dividir en dos grupos: poligonos (MOP-2D) y poliedros (MOP-3D) (1).
La importancia de esta familia de compuestos radica en las diversas y
novedosas aplicaciones, tales como nanoreactores, nanosensores mole-
culares, quimica de inclusion, sintesis de nano particulas, nanocatalisis,
reconocimiento molecular y nanoelectrénica, entre otras (2-7).

Un ejemplo de esto fue presentado por Wiirthner al funcionalizar
las cavidades de un cuadrado con unidades derivadas del Perileno, lo
cual le ofrece propiedades electroquimicas y de fluorescencia; las inte-
racciones que se presentan en estos cuadrados pueden cambiar fuer-
temente las propiedades de fluorescencia y de absorcion de luz. Segiin
el radical que tengan enlazado, y de acuerdo con su concentracién en
solucion, se presentan cambios en la intensidad de onda de absorcion y
emision de luz, lo que permite identificar la molécula huésped, al igual
que su concentracion (8).

Por otra parte, la construccion de dichos poligonos supramo-
leculares se basa principalmente en el enfoque nanotecnoldgico de

construccion “abajo hacia arriba” (bottom-up), el cual hace uso de las
propiedades quimicas de las moléculas para realizar procesos de reco-
nocimiento y asociacion espontdnea a escala nano. Uno de los primeros
poligonos supramoleculares autoensamblados utilizando este enfoque
de construccion, fue el cuadrado supramolecular reportado en el afo
1983 por Stricklen et al. (9), el cual fue construido entre subunidades
del ligando organico lineal P(OCH,),P y los complejos angulares cis-
[Cr(CO) (norbornadieno)] ¢ cis-[W(CO),(norbornadieno)]. Posterior-
mente, Fujita sintetizé en 1990 cuadrados supramoleculares, empleando
compuestos de Pd(II) con alquildiaminas y arildiaminas (10). Luego, en
1994, Stang obtuvo cuadrados basdandose en complejos de Pd(II) y Pt(II)
con alquildifosfinas (11). Tanto Fujita como Stang emplearon el ligando
organico lineal 4,4 -bipiridina, cuyos atomos coordinantes se sitiian a
180°, el cual actia como arista en la estructura del poligono.

Estas estructuras han despertado el interés cientifico, debido a las
propiedades y aplicaciones quimicas novedosas encontradas. Se han
construido estructuras mas complejas como prismas, cubos, cubo-oc-
taedros, octaedros, esferas, etc. (12-17).

Para la sintesis de estos arreglos supramoleculares, los metales de
transicién mas utilizados han sido el paladio(II) y el platino(II). A la
fecha, unicamente se han encontrado reportes de dos cuadrados supra-
moleculares por Ekkenhardt (17) y Byabartta (18) y de dos cubos (19,
20), sintetizados a partir de complejos de niquel(II) y utilizando dife-
rentes ligandos como conectores. Dado su bajo costo, y con el fin de
comprender mejor la quimica de coordinacion del niquel en estos arre-
glos supramoleculares, se reporta a continuacion el estudio realizado al
cuadrado [7] autoensamblado entre el complejo precursor de niquel(IT)
[5] con 4,4’-bipiridina (Figura 1).
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Figura 1. Pasos de sintesis en el proceso de autoensamblaje supramolecular de niquel [7].
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Materiales y métodos

Equipos y reactivos

La sintesis de todos los complejos se realizo utilizando reactivos grado
técnico, los cuales fueron previamente destilados en el rotavapor. Los es-
pectros de RMN fueron tomados utilizando reactivos deuterados, grado
analitico. Las destilaciones a presion reducida se llevaron a cabo en el
equipo Heidolph Laborota® 4001. Espectros FT-IR: espectrofotometro
Shimadzu FT-IR Solutions® (4000-400 cm™, KBr). Espectros Raman:
Raman Spectroscope Thermo Scientific® DXR (780 nm). Espectros UV-
Vis: espectrofotometro Ultraviolet Spectrum Perkin-Elmer Lambda Se-
ries/PECSS200° (200-700 nm, CHCL). AE: Thermo Eager 30 (-2,58 mV
- 76,86 mV). Espectros RMN: equipo Bruker Advance® 400 Ultrashield,
RMN 'H y COSY (400 MHz, acetona-d®, TMS). RMN *'P (162 MHz,
acetona-d®, H,PO, 85 %). RMN "“F (282 MHz, acetona-d®, FC6H5).

La sintesis del complejo [1,2-bis(difenilfosfino)etano]dicloroniquel
(IT) [Ni(dppe)CL,] [3], se realiz6 segun lo reportado por Van Hecke (21).
En un balén de 100 mL de una sola boca se colocé (Immol; 0,238 g
NiCL-6H,0 [1]) en 30 mL de etanol (98%) a temperatura ambiente. Con
ayuda de una pipeta Pasteur, se adicion6 lentamente la solucién de (1
mmol; 0,398 g dppe [2]) en 15 mL de etanol (98%) caliente. Esta mezcla,
que inicialmente fue roja, se fue tornando naranja debido al progreso
de la reaccion. La mezcla se agité por una hora y finalmente se filtré al
vacio el solido naranja resultante empleando un embudo Buchner. Al
solido obtenido se le realizaron lavados sucesivos con porciones de 5 ml
etanol y 10 ml de éter etilico, para posteriormente llevarlo a alto vacio
y secarlo por cuatro horas. El rendimiento de la reaccién fue del 89%.

UV-Vis (A 8¢ nm): 238,0(TC M-L), 281.00(rt — 1), 450,00(1 —> 17°).
FT-IR (v pastilaenKBr, cpy1): 3053,39 (CH), 2921,71 (C-H), 2850,89(C-
H), 1654,59 (C-C), 1584,22 (CC), 1480,82 (C-H), 1435,04 (PC), 1400,28
(P-CH,), 1319,84 (CH,), 1304,03 (CH,), 1182,55 (C-H), 1097,60 (PC),
1027,67 (C-H), 998,21 (Ar), 876,25 (C-H), 817,49 (C-H), 755.71 (C-H),
686,53 (PC), 654,59 (Ar). Analisis elemental: Calculado: H: 4,55% y C:
59,20%. Experimental: H: 4,5% y C: 59,3%. RMN 'H (400 MHz, CDCIS, S
ppm): 2,13 (d, 4H, J=17,43 Hz, -CH,-CH-), 8,08 - 7,44 (m, 20H, -C,H,)
(8,00 (s, 8H, H ), 7,35 (m, 4H, H ), 7,58 (t, 8H, H ). RMN P
(CDCl,, 162 MHz, H,PO, 85%, &: ppm): 57,16 (s, P-dppe).

La sintesis del complejo [1,2-bis(difenilfosfino)etano]bis(trifluoro-
metanosulfonato) niquel(IT) [Ni(CF,SO,),(dppe)] [5], se realiz6 segtin
lo reportado por Fochi (22). En un balén de 100 mL de una sola boca,
se coloco una disolucion de (0,2 mmol; 0,106 g [Ni(dppe)CL]) [3] en
50 mL de diclorometano. Por otro lado, se pesaron (0,4 mmol, 0,103 g)
de trifluorometanosulfonato de plata(I) (AgTOF) [4], el cual se adicio-
né répidamente a la disolucién anterior; esta mezcla se dej6 reaccionar
por 3 horas a temperatura ambiente con agitaciéon permanente, para ser
filtrada y lavada con tres porciones de éter etilico cada una de 8 ml, de-
jandose secar por tres horas en alto vacio. Posteriormente fue necesario
separar el compuesto [5] (el cual se encontraba mezclado con el AgCl
producido en la reaccidon), empleando un sistema de extraccién tipo
Soxhlet, utilizando como solvente de extraccion diclorometano (23). La
reaccion present6 un rendimiento de 91% (24).

UV-Vis (v pastillaenKBr, cpn1): 244,00 (TC L-M), 265,00 (TC L-M),
335,00 (m > n"). FT-IR (v PtiflaenKBry, Nay/em™, KBr): 3454,47 (CH),
1481,14 (C-H), 2918,38 (CH2), 1584,73 (CH,), 1436,47 (P-C), 654,63
(P-C), 1099,56 (P-C), 1258,06 (SO), 1224,27 (C-F), 1224,27 (C-F),
1150,48(C-F), 1277,10 (SO), 1028,91 (SO), y 63,31 (C-F), 810,54 (C-F),
748,69 (C-F). Raman (cm™): 3061,97 (v CH ar.), 1584,87 (v C=Car.),
1097,66 (v dppe resp.), 1031,21 (v CH Def. dppe.), 1002,84 (v CH Def.
dppe), 755,82 (v. C-F), 67591 (v Def. ar.), 617,67 (v Def. ar.), 521,20
(v Def. monosust.), 425,86 (v Ni-O), 270,43 (v Ni-Ph), 221,08 (v. Ph-
P-Ph Def.), 164,27 (v. red). RMN 'H (400 MHz, CDCI,, &: ppm):

7,99 - 7,57 (m, 20H, -CH,), 7,99 (dd, 8H, H ), 7,57 (d, 8H, H__),
771 (d, 4H, H ), 2,16 (d, 4H, -CH,-CH, ]=17,76 Hz). RMN *'P
(CDCL,, 162 MHz, H,PO, 85%, & ppm): 57,25 (s, P-dppe). RMN "F (282
MHz, acetona-d®, F-C H,, &: ppm): -78,2 (s, CF,SO,).

(i

Autoensamblaje del cuadrado supramolecular de niquel [7]

El compuesto Tetraquis[1,2-bis(difenilofosfino)etano(4,4’-bipiridina)
(bistriflato)niquel (II)] [7] (ver Figura 1), se obtuvo siguiendo la meto-
dologia reportada por Cano y Torres (23, 24). A 0,198 mmol (150 mg) del
complejo [1,2-bis(difenilfosfino)etano] bis(trifluorometanosulfonato)
niquel(IT)] [5] disueltos en 100 ml de CHCI,, se adicionaron 0,198
mmol (31 mg) de 4,4 -bipiridina [6] disueltos en 50 ml de CHCI,. La
reaccion se realizo en un balén de tres bocas, bajo atmosfera de nitroge-
no con agitacion magnética permanente y a temperatura ambiente por
3 semanas. La solucidn resultante se concentrd hasta 5 ml en el rotava-
por a 35 °Cy 350 mbar, obteniéndose un precipitado fino de color verde
oscuro, el cual fue separado por filtracion y lavado con tres porciones de
éter etilico cada una de 10 ml; finalmente fue secado en alto vacio por
4h. Se obtuvo un rendimiento del 93%.

UV-Vis (\¢H%: nm): 244,00 (TC L-M), 265,00 (TC L-M), 310,00
(> ) y 338,00 (1 > 7). FT-IR (v PstilaenKBr, o1y 3058 08 (CH),
1835,03 (CC), 2924,99 (CH,), 2850,99 (CH,), 1606,17 (CN), 1437,02
(CN), 810,82 (CN), 1258,33 (SO), 1150,08 (SO), 1100,12(CF), 1029,20
(CF), 636,38 (SO). Raman (cm™): 1618,67 (v C—C bipiridina), 1303,05
(v C-C), (v C-N) y (v C H), 321,07 (v Ni-N), enlace 207,74 (v P-Ph-
P) y 272,33 (v Pd-Ph). RMN 'H (400 MHz, acetona d,, &: ppm): 8,60
(d, J=6,03Hz, 16 H), 7,10 - 7,76 (m, 96 H, C()HS), 3,99 (d, J=4,80Hz,
16H). RMN 3'P (acetona dé, 162 MHz, H,PO, 85%, §: ppm): 30,334
(s, P-dppe). RMN "F (282 MHz, acetona-d®, FCH,, d: ppm): -78,88
(s, -CE,SO,).

Resultados y discusion

Espectroscopia UV-Vis

En el espectro UV-Vis tomado al compuesto [7] (Figura 2) se presen-
tan las bandas ubicadas en 244 nm y 265 nm, las cuales corresponden
a procesos de transferencia de carga ligando-metal (TC L-M), que se
presentan por la transferencia de electrones n desde los enlaces con li-
gandos tipo fosfino hacia los orbitales d vacios del metal (12). Mientras
las bandas ubicadas en 310 nm y 338 nm, corresponden a transiciones
electrénicas de tipo  — 1 generadas por la excitacion de los electrones
7t en los dobles enlaces de los carbonos aromaticos del dppe; ademds, a
las transiciones de los electrones 7 en los dobles enlaces de los carbonos
y nitrégenos aromaticos presentes en la estructura de la 4,4 -bipiridina,
coordinada a los centros metélicos (25).

Estas asignaciones, son propuestas con base en los espectros toma-
dos a cada uno de los componentes en su estado libre y a los comple-
jos precursores. Teniendo en cuenta que la disolucion del cuadrado [7]
presenta una tonalidad amarilla, es de esperar que presente bandas de
absorcion cerca de la region UV (350 nm aprox.) (23, 24).

Espectroscopia FT-IR

El estudio del cuadrado supramolecular [7] por espectroscopia FT-IR,
muestra bandas ubicadas en 3058,98 cm™ y 1835,03 cm’, las cuales
corresponden a vibraciones de los carbonos e hidrégenos aromaticos
de tipo (-CH), (=CH) de la 4,4 -bipiridina y de los grupos fenilo del

50
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Autoensamblaje de un cuadrado supramolecular a partir del complejo [Ni(dppe)(TOF),] con 4,4 -bipiridina
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Figura 2. Espectro UV-Vis del cuadrado supramolecular [7], tomado en CHCI,, con la asignacion de la longitud de onda mdxima de absorcion (A . ).

dppe, respectivamente; éstos se encuentran coordinados a los centros
metalicos de Ni(II). Las bandas ubicadas en 2924,99 cm™y 2850,99 cm-
!, corresponden a las vibraciones de los carbonos e hidrégenos alifaticos
(-CH,-) del grupo etilo que unen los dtomos de fésforo en la estructura
del dppe (22, 25).

Las bandas ubicadas en 1606,17 cm™, 1437,02 cm™ y 810,82 cm’,
corresponden a los modos vibracionales generados entre los carbonos
y nitrégenos de la 4,4"-bipiridina coordinada a los centros metalicos
de Ni (II). Las senales ubicadas en 1258,33 cm’!, 1150,08 cm™, y 636,38
cm™ corresponden a las vibraciones (S-O), mientras las bandas ubica-
das en 1100,12 cm™y 1029,20 cm’!, corresponden a las vibraciones (C-
F) de los contra-iones triflato (CF,SO,) (26).

Espectroscopia Raman

El andlisis por espectroscopia Raman se realizé como una técnica com-
plementaria al estudio FT-IR; constituyéndose ademads, en el primer es-
tudio realizado a un cuadrado supramolecular auto-ensamblado a par-
tir del complejo de niquel [5] con 4,4"-bipiridina [6]. En este andlisis se
presentan las bandas caracteristicas mas relevantes generadas durante la
coordinacion de la 4,4-"bipiridina a los centros metalicos de niquel(II).
La banda ubicada en 1618,67 cm™ corresponde a los modos vibraciona-
les del enlace (C-C) en la 4,4 -bipiridina; las sefiales en 1303,05 cm™ son
generadas por las enlaces (C-N) y (C-H) de la 4,4 -bipiridina; la banda
correspondiente al enlace (Ni-N) se encuentra ubicada en 321,07 cm™.
Finalmente, las bandas correspondientes a los modos vibracionales del
enlace P-Ph y Ni-Ph estdn ubicadas en 207,74 cmy 272,33 cm’!, res-
pectivamente (24). Otras bandas relevantes en el espectro se encuentran

en: 164,27 cm’', 1584,87 cm ™'y 1002,84 cm™. Corresponden a los modos
vibracionales de la red, de los enlaces C=C de los grupos fenilo y de los
enlaces C-H del dppe, respectivamente. Estas bandas son similares a las
reportadas en el estudio Raman realizado por Milton Franklin et al. (27)
para el complejo [3].

Espectroscopia RMN 'H

Debido a la simetria del cuadrado supramolecular [7] (ver Figura 1),
éste presenta senales representativas para cada uno de los tres tipos de
protones en el macrociclo. Los protones alifaticos del dppe —coordina-
dos a los dtomos de Ni(II) formando las esquinas del cuadrado-, ge-
neran una sefial [C] (3,99 ppm) que se puede describir como un doble
doblete debido a la disposicion espacial del grupo etilén (-CH,-CH.-),
que se presenta por efectos de su dindmica y anisotropia en este frag-
mento de la estructura; ello ocasiona que los hidrogenos alli ubicados se
presenten con entornos diferentes entre si (13, 22) (Figura 3).

En cuanto a los hidrégenos aromaticos del ligando dppe [2], se
identifican un conjunto de sefales ([B]: 7,10 ppm - 7,76 ppm, 96 H),
correspondiente a los protones aromaticos del dppe (80 H) y a los pro-
tones B de la 4,4"-bipiridina (16 H). Estos valores difieren de los valores
reportados para la 4,4 -bipiridina libre (7,76 ppm Ha y 8,73 ppm Hp,
acetona d ) (13).

Los protones a de la 4,4 -bipiridina [6] que forman las aristas
del cuadrado [7], generan una sefal para este tipo de hidrégeno ([A]
a: 8,60 ppm); esto se debe a que, al coordinar el ligando [6] por el
atomo de nitrogeno, ocurre una redistribucion electronica sobre esta
molécula, haciendo que los hidrégenos o de la 4,4 -bipiridina sufran
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Figura 3. Espectro RMN'H correspondiente al cuadrado supramolecular [Ni(4,4 -Bipiril) (dppe)(CF,50,),], [7] (acetona-d,, 400 MHz).

un efecto de desproteccion electronica mayor al presentado por los
hidrégenos 8, ademas por encontrarse mas proximos al enlace metal-
nitrégeno.

Al comparar el desplazamiento quimico de los protones alifaticos
del complejo precursor [5] (2,14 ppm) respecto al desplazamiento qui-
mico de estos mismos protones en [7] (3,99 ppm), se observa para la
especie supramolecular un efecto de desproteccion electronica mayor.
Asi, los desplazamientos quimicos de los protones arométicos en la es-
pecie [7] sufren un efecto de desproteccion electronica menor con rela-
cion a los desplazamientos del complejo precursor [5] (22,25).

De igual manera, al contrastar los desplazamientos quimicos repor-
tados por Posada (13) para el autoensamblaje de las especies supramole-
culares de Pd(II) con los reportados para el autoensamblaje de niquel(II)
[7]; para este altimo se observa como los hidrégenos aromaticos, tan-
to del dppe [2] como de la 4,4"-bipiridina [6], presentan un efecto de
desproteccion electronica menor. Para el proceso de autoensamblaje del
cuadrado de niquel(II), los protones alifiticos presentan un efecto de
desproteccion electrénica mayor para el fragmento alifatico del dppe
(3,99 ppm), con relacidn a los valores de los protones en las especies de
Pd(II) (3,39 ppm) (22).

En el paladio, los orbitales de valencia 4d son espacialmente mas
grandes que en niquel 3d; por lo tanto, se cree que al aumentar el tama-
fo de estos orbitales la retrodonacion electrénica es menor, promovien-

do desplazamientos quimicos (8: ppm) en algunos casos hacia campo
alto y en otro hacia campo bajo, lo que se puede evidenciar en metales
de menor tamafo como el niquel (II).

Correlacion homonuclear COSY 'H-'H

El espectro COSY: 'H-'H, se realizo con el fin de verificar el acoplamien-
to entre las diferentes sefales, generadas por los protones presentes en
la estructura [7]. En el espectro (Figura 4a), se observan las correlacio-
nes correspondientes al acoplamiento entre las senales ubicadas en (a:
8,60 ppm y B: 7,76 ppm) (Figura 4b), acoplamiento que se da entre los
protones a y B de la 4,4 -bipridina [6] coordinada al niquel (Figura 4).

La sefal ubicada en §: 7,50 acopla con las sefiales en §: 7,20 y en §:
7,70 (Figura 4c), correspondiente a los protones ubicados en los grupos
fenilo del fragmento difenilfosfino, presentes en la estructura del ma-
crociclo [7].

Segtin lo reportado por Posada (13) en el afo 2011, la sintesis de dos
especies supramoleculares en equilibrio (tridngulo-cuadrado), utilizando
como bloque de construccién complejos de paladio(II) (13); y gracias al
espectro COSY 'H-'H (Figura 4). Es posible descartar la coexistencia de
otra especie supramolecular en solucion, las cuales pueden presentarse
en equilibrio; puesto que en el andlisis s6lo se observo el acoplamiento de
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los hidrogenos a de la 4,4’-bipiridina en un solo sistema. Por lo tanto, es
posible afirmar que en este caso unicamente se presento la formacion de
una especie supramolecular para el compuesto [7] (22-25).

Espectroscopia RMN 3P

En el espectro del cuadrado supramolecular de niquel [7], se observa
una sefal en (30,571 ppm), correspondiente a los atomos de fosforo
presentes en la estructura del dppe [2] quelatando al Ni(II) (Figura 5).

Al comparar el desplazamiento quimico de la sefial del complejo [5]
(57,256 ppm) con el desplazamiento de la sefial para [7], se observa un
corrimiento hacia campo alto, esto indica que al sustituir los aniones
trifluorometanosulfonato (CF,SO,") por los ligandos 4,4’-bipiridina,
la proteccion electrénica sobre los dtomos de fosforo aumenta. Esto se
debe a que los aniones trifluorometanosulfonato, actian como bases de
Lewis débiles. Por lo tanto, al estar coordinados al niquel(II), retiran
densidad electrénica del sistema; es por esto que se aprecia una gran
desproteccion del fosforo en el complejo [5]. Caso contrario se presenta
cuando estos aniones se encuentran como contraiones en el autoensam-
blaje [7], donde el fosforo recupera parte de su proteccion electronica,
debido a que el ligando [6] cede parte de su densidad electrénica al sis-
tema supramolecular.

Los valores de RMN *'P reportados por Posada (13) para el auto-
ensamblaje con Pd(II) son mayores (66,57 ppm y 68,17 ppm) e indican
menor proteccion electronica sobre los atomos de fosforo. Ello significa
que al aumentar el tamafio del metal en el sistema supramolecular, se
hace mas dificil la retrodonacion electrénica para los dtomos de fésforo
en el dppe [2].

En el 2007, Byabartta et al. (18) reportaron una tnica senial de 49,05
ppm para RMN *'P del compuesto [7]. Sin embargo, graficamente en el
espectro se hallan dos senales para RMN *'P (49,05 ppm y 32 ppm) ge-
nerando inconsistencias en la veracidad de esta informacion, dado que
segun el espectro reportado existirian dos especies supramoleculares.
Ademds, estos autores no aislaron el precursor [5], ni tampoco reporta-
ron su caracterizacion.
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Figura 6. Espectro F RMN
correspondiente al cuadrado
supramolecular de niquel [7]
(acetona d6, 282 MHz).
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Espectroscopia RMN F

El cuadrado supramolecular [7] presenta una tnica banda ubicada en
(-78,87 ppm), la cual indica que todos los aniones trifluorometanosul-
fonato (CF,SO,") se hallan en un entorno quimico idéntico y ademds
actuando como contraiones de la entidad supramolecular. El hecho de
permanecer como contraiones en la especie [7], no implica un enlace
formal dentro de la entidad sino una estabilizacion de cargas en el siste-
ma, afirmacion puede ser soportada desde el desplazamiento quimico del
anion trifluorometanosulfonato en disolucién (-78,40 ppm) (Figura 6).

El valor de RMN "F reportado para el autoensamblaje con Pd(II)
(-77,74 ppm) (13), indica que para el caso del autoensamblaje de
niquel(II), los atomos de fldor estan ligeramente mds protegidos elec-
tronicamente; ello probablemente se deba a la situacion presentada por
el equilibrio de las formas poligonales en el autoensamblaje de Pd(II).
Los cuales después de la sustitucion y el subsiguiente proceso de coor-
dinacién por parte de la 4,4"-bipiridina, quedan ubicados fuera de la
esfera de coordinacion del cuadrado supramolecular [7].

Debido a la baja solubilidad que presenta el compuesto [5], se hizo
dificil la obtencion de espectros de *C RMN. En la investigacion de este
tipo de estructuras se hace necesario obtener espectros de masas, situa-
cién que aun no se ha logrado para el compuesto [7].

Finalmente, con base en los reportes de Ekkenhardt et al. (17) y de
Kramer et al. (28), para la sintesis de macrociclos construidos a partir de
complejos metalicos de niquel(II), en donde se presentan sus estructu-
ras mediante difraccion de rayos X, es posible afirmar que la geometria
de coordinacién alrededor de los atomos de niquel en la estructura del
cuadrado [7] sea de tipo cuadrado-planar, al igual que en el complejo
precursor [5].

En el presente trabajo se ha realizado un minucioso analisis acerca
del ensamblaje supramolecular de niquel (II) [7], donde se han asigna-
do distintos parametros espectroscopicos de manera puntual y clara. Es
por esto, que estos resultados son pertinentes ya que contrastan o com-
plementan, en cierta manera, lo que ya ha sido publicado por Byabartta
et al. (18), quienes presentan diversas inconsistencias y no representan
resultados confiables y susceptibles de ser contrastados con los encontra-
dos en esta investigacion.

Conclusion

Se desarroll6 la sintesis y caracterizacion (FT-IR, Raman, UV, analisis
elemental, RMN: 'H, *'P, F) del cuadrado supramolecular de niquel(II)
[7], el cual fue obtenido usando como bloques de construccién comple-

jos metalicos de niquel con dppe. Este macrociclo fue construido gracias
al proceso de auto-ensamblaje entre el complejo [Ni(CF,SO,),(dppe)]
[5] y el ligando organico 4,4 -bipiridina [6]; en el cual se logré deter-
minar de acuerdo a la simetria y la posicion de las sefiales generadas,
la formacion de una sola especie supramolecular, mediante anélisis de
RMN 'H, ¥Py COSY 'H-'H.
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estén en color y no se vaya a imprimir asf; en caso de que tengan 4
o mas colores de uso obligatorio, se debe cambiar la escala de grises
por diferentes tramas. No se deben insertar en el documento del
manuscrito ya que pierden la resolucion, y en el programa de disefio
van a salir pixeladas. Si las graficas corresponden a archivos trabaja-
dos en hojas de célculo (p. ej. MS Excel) o procesador de textos (p.
ej. MS Word), se deben enviar en los formatos originales (.xls, .doc,
etc.), pero abiertas, no como imagen para que se puedan editar.

o Adjunte una carta de presentacion y aceptacion de autoria firmada
por los investigadores involucrados. Los autores podran sugerir los
nombres de tres posibles arbitros con sus respectivas direcciones
electrénicas.

o Los manuscritos en formato .doc o .docx, junto con la carta de pre-

sentacion pueden ser enviados a las siguientes direcciones de correo
electrénico: recolquim_fcbog@unal.edu.co.

Nota de Copyright

Una vez que un articulo es aceptado para su publicacion, el autor esta de
acuerdo en que la revista se publicara On-Line bajo los términos de una
licencia Creative Commons Attribution-Noncommercial 3.0 Unported
License.

Forma y organizacion del articulo

Los trabajos para publicacion deben incluir:

o Titulo. Debe ser conciso, consistente con el trabajo y de ser posible
no contener féormulas ni abreviaturas.

El titulo se debe escribir en espafiol, centrado y en mayusculas;
en renglon aparte, la version del titulo en inglés y después la version
del titulo en portugués. Si el manuscrito esta en inglés, el titulo en
este idioma aparecera en primer lugar.

o Nombre de los autores y filiacién institucional. Se debe incluir el
primer nombre, la inicial del segundo nombre y el primer apellido
de todos los autores. Indique las filiaciones institucionales con un
ndmero arabigo en superindice escrito inmediatamente después del
nombre de cada autor y en frente de la direccion apropiada.

Las filiaciones institucionales deben incluir la direccién postal
completa y en la del autor corresponsal debe adicionarse el correo
electronico y el numero telefénico.

o Resumen y palabras clave. En el resumen tipo analitico, preferi-
blemente en un solo pérrafo, con una extensién no mayor a 180
palabras, deben mencionarse los propésitos de la investigacion, los
resultados relevantes (proporcionando datos especificos y, de ser
posible, su significacion estadistica), y las conclusiones principales
sin incluir citas bibliograficas. Se debe hacer énfasis en los aspectos
nuevos e importantes del estudio.

Al final del resumen se deben escribir de 3 a 6 palabras clave que
ayuden a clasificar el articulo.

Incluya la version del resumen y de las palabras clave tanto en
inglés (abstract) como en portugués (resumo).

o Introduccién. Describa el planteamiento general del tema, dando la
informacion necesaria en forma concisa y precisa haciendo referen-
cia solamente a la bibliografia directamente relacionada, conside-
rada indispensable para el desarrollo del tema y que permita cono-
cer el estado actual del mismo. Exprese con claridad los objetivos
principales y secundarios del trabajo y no incluya datos ni conclu-
siones del trabajo que estd dando a conocer.

o Materiales y métodos. Si existen secciones diferenciadas, deben indi-
carse mediante encabezados pertinentes (p. ej. muestreo, preparacién
de la muestra, etc.). Las fuentes y estado de pureza de los materiales
y reactivos quimicos y la descripcion de equipos solo se debe incluir
cuando estos sean especificos o novedosos La descripcion de la expe-
rimentacién debe hacerse con los detalles suficientes para que otros
investigadores puedan repetirla. La descripciéon de procedimientos
descritos en la literatura debe evitarse, a menos que hayan sido modi-
ficados, en cuyo caso deben incluirse los detalles de la modificacion.

o Resultados y discusion. Los resultados y discusion deben presen-
tarse de forma precisa incluyendo, si da a lugar, tablas y figuras. No
se debe presentar la informacién en ambas formas. La discusion
debe ser breve y enfocada a la interpretacion de los resultados ex-
perimentales, incluidas sus limitaciones e implicaciones para inves-
tigaciones futuras. Relacione las observaciones con otros estudios
pertinentes.
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Conclusiones. Presente las conclusiones mds relevantes conside-
rando los objetivos del trabajo y oriente sobre posibles vias para
continuar la investigacion o el estudio emprendido. Absténgase de
hacer afirmaciones generales y extraer conclusiones que no estén
respaldadas por los datos No cite referencias bibliograficas en esta
seccion.

Referencias bibliogrdficas. Numere las referencias consecutiva-
mente en el orden en que son mencionados por primera vez en el
texto. Identifique las referencias en el texto con numeros arabigos y
en paréntesis, por ejemplo, (11). Las referencias bibliogréaficas deben
ir al final con su respectiva numeracion en el siguiente formato:

1. Articulos de revista. Apellidos de todos los autores e inicial
del nombre, titulo completo del articulo, nombre de la revis-
ta (preferiblemente abreviado), afio, volumen y péginas. Para
el nombre abreviado puede consultar el servicio del Chemical
Abstracts en: http://cassi.cas.org/search.jsp
o Paniandy, J; Chane-Ming, J.; Pieribattesti, J. Chemical

composition of the essential oil and headspace solid-phase
microextraction of the guava fruit (Psidium guajava, L.). J.
Essent. Oil Res. 2000. 12: 153-158.

2. Libros: Apellidos e inicial del nombre de los autores, titulo del
libro, ciudad, editorial, paginas, ailo de publicacion.
o Skoog, D,; Holler, E; Crouch, S. Principios de andlisis ins-
trumental. 6. ed., México, D. F: Cengage Learning. pp. 20-
34, 2008.

3. Capitulo de libro: apellidos e inicial del nombre de los autores
del capitulo, seguido de la palabra En: titulo del libro, apellidos

e inicial del editor del libro, ciudad, editorial paginas, afio de

publicacion.

o Ferst, A. The three-dimensional structure of proteins. En:
Structure and mechanism in protein science. Pelletier, S.
(editor). New York: W.H. Freeman and Company. pp. 1-50.
2003.

4. Patente:
¢ Davis, R. U.S. Patent 5,708,591, 1998.

5. Referencias de Internet. Cuando se usan versiones electronicas
se debe incluir la URL donde se encuentra disponible el docu-
mento y la fecha en la cual se consulté por tltima vez:

o Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural. Colombia.
2011. Disponible en:
http://www.minagricultura.gov.co/archivos/agenda_
prospectivainvestigacion_y_desarrollo_tecnologico_
paralacadena_productiva_de_flores y follajes_con_enfasis_
en_clavel. [Consultado el 7 de abril de 2011].

Requisitos de los manuscritos

o Nomenclatura, unidades y abreviaturas Deben emplearse nomen-
claturas y simbolos aceptados internacionalmente y reconocidos
por la International Union of Pure and Applied Chemistry (IU-
PAC) y unidades de medida del Systeme International d’Unités (SI).
Cuando se incluyen datos analiticos debe indicarse el nimero de
repeticiones asi como la desviacion tipica de los resultados u otra
magnitud que indique la reproducibilidad de los mismos. Escribir
las formulas de forma clara, prestando especial atencién a la coloca-
cion de los sub y superindices.

Cuando se utilice por primera vez una abreviatura, ird prece-
dida del término completo al que corresponde, salvo si se trata de
unidades de medida comun, por ejemplo: dicroismo circular (DC).

El nombre de las enzimas no debe abreviarse, exceptuando las
abreviaturas comunes como ATPasa. En lo posible para las enzimas
utilice los nimeros E.C. y las recomendaciones del Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Mole-
cular Biology (IUBMB) www.chem.qmw.ac.uk/iubmb),

o Caracterizacion de compuestos. Los datos fisicos y espectroscopicos
para compuestos nuevos deben presentarse en el siguiente orden:
nombre del compuesto y el nimero asignado en el texto; estado fi-
sico del compuesto (cristal, liquido, etc.), constantes fisicas: punto de
fusién/punto de ebullicion; rotacion 6ptica y medidas de dicroismo
circular si es Opticamente activo; UV; IR, RMN- 1H; RMN -13C; EM.

Los datos de RMN y espectrometria de masas se presentaran
completos solo si estos no han sido publicados anteriormente en
tal caso solo las referencias mds relevantes deben mostrarse. La
pre-sentacion de los datos de espectrometria de masas debe seguir
las recomendaciones dadas en Int. J. Mass Spectrom. Ion Processes.
1995. 142: 211-240 y deben indicar el método utilizado (EM (IE),
EM (IQ), CG-EM, etc.) y la energia de ionizacion.

o Tablas, figuras y ecuaciones. Las tablas y figuras deben estar citadas
en el texto, ennumeradas con nimeros arabigos en el orden de apa-
ricion en el texto. Las tablas deben estar encabezadas por un titulo
breve e informativo; en el caso de las figuras la leyenda respectiva se
coloca debajo.

Las ecuaciones se numeran a la derecha, utilizando ntimeros
arabigos consecutivos que se escriben entre paréntesis cuadrados,

p. ¢j.: [eq. 1].

Costo de la publicacion

La publicaciéon de un articulo, con una extensiéon no mayor a 5
paginas impresas de la revista, tendra un costo en pesos colombianos,
equivalente a 150 dodlares. Las paginas adicionales tendran un costo
equivalente a 10 délares cada una. El autor recibird 10 copias (reprints)
del articulo impreso.
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