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Carta del editor

Editor’s letter

El segundo niimero del volumen 46 del afio 2017 de la Revista
Colombiana de Quimica cuenta con la participacion de autores de
distintas  universidades e instituciones colombianas. Las
contribuciones provienen de autores de la Universidad Nacional, la
Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano, el Instituto Nacional de
Metrologia de Colombia, la Universidad de La Guajira y la
Universidad de Caldas. A continuacion se presenta el contenido del
nimero.

La seccion de Quimica Orgénica y Bioquimica cuenta con un
articulo. En este se obtuvieron extractos apoplasticos de tallos y
raices de claveles para usarlos en estudios protedmicos. Se evaluaron
parametros para la extraccidon Optima de las proteinas y logrd
establecerse un protocolo que puede aplicarse a otras especies
vegetales.

La seccion de Quimica Aplicada y Analitica cuenta con cuatro
articulos, en el primero de ellos se evaluo el efecto protector que
ejerce el epicarpio de tomate de arbol sobre la carne de res cocida,
inhibiendo su oxidacion lipidica. Se obtuvieron extractos de epicarpio
mediante extraccion supercritica y fraccionamiento por extraccion en
fase solida, el efecto protector se evaludé por medio de comparacion
con un producto sintético. Por medio de HPLC se identificaron
algunos de los compuestos antioxidantes presentes en este tipo de
residuo. El segundo articulo propuso y verificO mediante una
validacion tipo 2, un método para analizar 56 residuos de pesticidas
en miel por UFLC-MS. Se partié6 del método QuEChERS y se
optimiz6 modificando diferentes pardmetros. Se logré desarrollar un
método apto para analizar el 89% de los plaguicidas analizados, con
porcentajes de recuperacion entre 70 y 120 y coeficientes de
variacion menores al 15%.

El tercer articulo de la seccion evalta laconcentracion de metales
pesados (Cu, Cd, V y Pb) en el agua de lluvia de la region de
influencia de la zona carbonifera de La Guajira colombiana. La
concentracion de los metales se midid6 mediante espectrometria de
absorcion atomica, las medidas se tomaron a lo largo de un afio. Se
encontrd que la atmodsfera no se encuentra contaminada con Pb, pero
si con los otros metales analizados, de modo que el agua lluvia no es
apta para el consumo humano. El cuarto articulo compara dos
métodos de extraccion empleados en la obtencion de acido giberélico
(GA;) en semillas germinadas de maiz: extraccion solido-liquido y
DSASE. Mediante el ultimo se obtuvo la mayor concentraciéon de
GA;, al ser medidad por HPLC-DAD.

Finalmente, la seccion de Fisicoquimica y Quimica Inorgénica
cuenta con un articulo en que se sintetizan dos tipos de
nanoparticulas de paladio metalico soportadas en hidroxisales de
acetato de zinc o de laurilsulfato de sodio. Después de la sintesis se
evaluaron ambos tipos de nanoparticulas como catalizadores en la
reaccion de Sonogashira, partiendo de fenilacetileno y yodobenceno,
o fenilacetileno y 2-yodofenol para dar lugar a difenilacetileno (32%
de rendimiento) o 2-fenilbenzofurano (18% de rendimiento),
respectivamente.

The second issue of volume 46 of the year 2017 of Revista
Colombiana de Quimica counts on the participation of authors from
different universities and Colombian institutions. The contributions
come from authors of Universidad Nacional de Colombia,
Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano, Instituto Nacional de
Metrologia de Colombia, Universidad de La Guajira, and
Universidad de Caldas. The contents of the number are shown below.

The section of Organic Chemistry and Biochemistry has an
article. In it, apoplastic extracts of stems and roots of carnations were
made for their use in proteomic studies. Parameters for the optimal
proteins extraction were evaluated and a protocol that can be applied
to other plant species was established.

The section of Applied and Analytical Chemistry has four articles,
in the first of them the protective effect against lipid oxidation on
cooked beef meat exerted by tamarillo epicarp was evaluated.
Extracts of epicarp were obtained by supercritical extraction and
fractionated by solid phase extraction, the protective effect was
evaluated by comparison with a synthetic product. By means of
HPLC some of the antioxidant compounds present in this residue
were identified. The second article proposed and verified, by a type 2
validation, a method to analyze 56 pesticide residues in honey by
UFLC-MS. The initial method was QuEChERS, it was optimized by
modifying different parameters. It was possible to develop a suitable
method to analyze 89% of the pesticides studied, with recovery
ranging between 70 and 120% and coefficients of variation lower
than 15%.

The third article of the section evaluated the concentration of
heavy metals (Cu, Cd, V and Pb) in rainwater of the coal area
influenceregion of La Guajira, Colombia. The concentration of the
metals was measured by atomic absorption spectrometry,
measurements were taken over a year. It was found that the
atmosphere is not contaminated with Pb, but with the other metals, so
that rainwater is not suitable for human consumption. The fourth
article compared two extraction methods used to obtain gibberellic
acid (GA,) in germinated corn seeds: solid-liquid extraction and
DSASE. The latter allowed to obtaining the highest concentration of
GA,, as measured by HPLCDAD.

Finally, the section of Physical Chemistry and Inorganic
Chemistry has an article in which two types of metal palladium
nanoparticles supported on hydroxysalts of zinc acetate or sodium
lauryl sulfate were synthesized. After synthesis, both types of
nanoparticles were evaluated as catalysts in the Sonogashira reaction,
starting from phenylacetylene and iodobenzene, or phenylacetylene
and 2-iodophenol to give diphenylacetylene (32% yield) or 2-
phenylbenzofuran (18% yield), respectively.
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Condiciones para el
analisis electroforetico
de proteinas

apoplasticas de tallos y
raices de clavel (Dianthus
caryophyllus L.) para
estudios protedmicos

Electrophoretic
conditions for analysis
of apoplastic proteins in
stems and roots of
carnation (Dianthus
caryophyllus L.) for
proteomic studies

Resumen

Abstract

Condicoes para a analise
eletroforética de proteinas
apoplasticas de caules e
raizes de cravo (Dianthus
caryophyllus L.) para
estudos proteomicos

Resumo

En el presente estudio se describe un flujo de
trabajo que puede ser aplicado a diferentes
especies vegetales, con el fin de obtener
extractos apoplasticos que puedan ser usados
para analisis protedmicos. Para ello, usando
tallos y raices de clavel, se evaluaron
parametros claves para la extraccion de estas
proteinas. Se determind que para esta especie
(Dianthus caryophyllus L.) se debe usar la
solucién amortiguadora fosfato de sodio 0,1
M pH 6,5, cloruro de sodio 50 mM y 0,1% (-
mercaptoetanol para la infiltracion; con tres
tiempos de vacio de 20 s a 70 kPa y
centrifugacion a 1000 x g durante 20 min a 4
°C, seguido de precipitacion y concentracion
de proteinas con el método Acido
tricloroacético/acetona. Bajo estas
condiciones, se obtienen extractos que
permiten analisis electroforéticos en 2D de
proteinas de apoplasto, usando para el
isolectroenfoque tiras con gradientes de pH
5-8 para raiz y pH 3-10 para tallo. Las
condiciones descritas permitiran profundizar
sobre el papel de las proteinas apoplasticas
en diversidad de fenémenos bioldogicos que
involucren esta especie vegetal.

In the present study a workflow, that can be
applied to different plant species, to obtain a
high quality apoplastic extract and for
proteomic analysis is described. For that,
using carnation roots and stems, some
important parameters for the extraction of
these proteins were evaluated. The best
conditions for the infiltration were provided
by using a 0.1 M sodium phosphate buffer
pH 6.5 , 50 mM sodium chloride and f-
mercaptoethanol 0.1%, with 3 vacuum times
at 70 kPa for 20 s and centrifuged at 4°C at
1,000 g for 20 min, and then a subsequent
protein precipitation and concentration with
the Trichloroacetic acid/acetone protocol.
These conditions can be used to obtain a
good quality extract for 2D electrophoretic
analysis of apoplastic proteins. Strips with
pH gradients between 5-8 and 3-10 were
used to run isoelectric analysis for extracts
obtained from apoplast in roots and stems,
respectively. The conditions described can be
used to perform studies focused on apoplastic
proteins and its role in biological phenomena
involving this plant species.

No presente estudo, ¢ descrito um fluxo de
trabalho que pode ser aplicado a espécies
vegetais diferentes, para obter extratos
apoplasticos que podem ser utilizados para
analise protedmico. Para isto, utilizando os
caules e as raizes do cravo, foram avaliados
parametros considerados chave para a
extragdo destas proteinas. Foi determinado
que para esta espécie, deve ser utilizada uma
solucdo tampdo de fosfato de sédio 0,1 M pH
6,5 com cloreto de sddio 50 mM e 0,1% f-
mercaptoetanol para a infiltracdo; com trés
aplicacdes de vacuo de 20 s a 70 kPa e
centrifugacdo a 1000 x g por 20 minutos a
4°C, e subsequente precipitagdo e
concentragio de proteinas usando Acido
tricloroacético/acetona. Nestas condigdes se
podem obter extratos que permitem a andlise
eletroforética 2D de proteinas do apoplasto
utilizando para a focalizagdo isoeléctrica tiras
com gradientes de pH 5-8 para a raiz e de pH
3-10 para o caule. As condigdes descritas
permitirdo aprofundar sobre o papel das
proteinas apoplasticas numa diversidade de
fendmenos biologicos que envolvem esta
espécie de planta.

Palabras clave: fluido apoplastico, Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi, planta-patdgeno,
electroforesis.

Keywords: apoplastic fluid, Fusarium
oxysporum f. sp dianthi, plant-pathogen,
electrophoresis.

Palavras-Chave: Fluido apoplastico,
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,
patdgeno de planta, eletroforese.
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Martinez, A. P.; Martinez, S. T; Ardila, H. D.

Introduccion

El apoplasto de la planta, compuesto por la matriz de la pared celular
y los espacios intercelulares, juega un papel importante en una
amplia gama de procesos fisiologicos: interaccion celular, transporte
de agua y nutrientes, interacciones planta-patdogeno, percepcion y
transduccion de sefiales ambientales, entre otros (/, 2). La llegada de
los fitopatogenos al apoplasto vegetal es una fase critica en la
mayoria de las enfermedades infecciosas, pues es donde se presentan
los primeros eventos que determinan la susceptibilidad o la
resistencia (/). Durante la activacion de los mecanismos de defensa
de las plantas, se requiere la regulacion de una amplia variedad de
proteinas que estan implicadas en el fortalecimiento de la pared
celular y en diversos niveles de la percepcion y degradacion de
patdgenos. La regulacion fina de dichas proteinas presentes en el
apoplasto de la planta es esencial para una rapida y efectiva
percepcion del patogeno, lo que conduce a mantener la integridad de
la pared celular de la planta (3-5).

Sin embargo, aunque es evidente la importancia del proteoma
apoplastico durante una interaccion planta-patdogeno dada, este
permanece pobremente caracterizado en comparacion con el
proteoma intracelular. Esto se debe especialmente a la dificultad para
obtener suficiente fluido apoplastico, sin romper la membrana
celular y sin la contaminacién con proteinas citoplasmaticas (/).
Considerando que los estudios sobre el cambio dinamico de la
composicion de proteinas del apoplasto han generado nuevo
conocimiento acerca de la respuesta de las plantas al estrés bidtico
(3, 6), se requiere de protocolos adecuados para la extraccion del
fluido apopléstico en aquellas especies vegetales que son abordadas
por primera vez en este tipo de estudios.

Lo anterior es aun mas determinante cuando se pretende aplicar
técnicas de separacion de proteinas altamente resolutivas, basadas en
aproximaciones holisticas propias de los estudios protedmicos, en
donde la contaminacion con proteinas citoplasmaticas puede generar
confusion durante la interpretacion de resultados. Durante este tipo
de andlisis, se debe evitar la contaminacion con componentes no
proteicos que puedan interferir con las técnicas de separacion e
identificacion de proteinas como electroforesis bidimensional en gel
(2 DE) con posterior analisis por espectrometria de masas (MS) o
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS).
La técnica més empleada para la extraccion del fluido apopléstico
estd basada en la combinacion de tres factores: i) vacio, ii)
infiltraciéon y iii) centrifugacion. Este método posee dos pasos
decisivos: la infiltracion con vacio, donde se emplea una solucion
apropiada, y la centrifugacion (7-9).

Debido a que la solubilidad de las proteinas depende de diversos
factores como la temperatura, la constante dieléctrica del medio, el
pH, la fuerza iénica y la presencia de agentes reductores, diferentes
soluciones de infiltracion han sido utilizadas para la obtencion de
fluido apoplastico en diversas especies vegetales, entre las que se
encuentran agua (/0), acido ascorbico 20 mM/CaCl, 20 mM (71),
sorbitol 100 mM (72), solucion amortiguadora Tris-HCI 25 mM, pH
8,0 (13), solucion amortiguadora fosfato de sodio 100 mM (74),
NaCl 50 mM (75) o solucion amortiguadora Tris-HCI 50 mM pH 8,0
NaCl 3,5% p/v y B-mercaptoetanol 0,1% v/v (5). En el presente
estudio se evaluaron parametros como pH (empleando Tris-HCI pH
8,0 y Na,HPO,-NaH,PO, pH 6,5), fuerza iénica (NaCl 0,5 mM y 0,6
M), asi como el efecto de la adicién de un agente reductor como el -
mercaptoetanol.

En cuanto a la velocidad de centrifugacion, se ha determinado
que, empleando hojas de diversas especies de plantas, un incremento
en la fuerza de centrifugacion puede conducir a la contaminacion con
proteinas citoplasmaticas. De acuerdo a dichos estudios se determina
que si la fuerza de centrifugacion no excede las 1000 g, la
contaminacion citoplasmatica es despreciable (8).

Los anélisis de proteinas apoplasticas son dispendiosos teniendo
en cuenta la baja concentraciéon de proteinas que se presentan en los
fluidos obtenidos bajo las técnicas reportadas (I, 4, 15). Es por ello
que se hace necesario usar diferentes técnicas de precipitacion que
ademas de concentrar las proteinas, permiten la eliminaciéon de
interferentes que pueden afectar la separacion electroforética
posterior. Para ello se han reportados diferentes métodos que
incluyen la precipitacion usando diferentes solventes y soluciones
salinas (4, 15-19). Sin embargo, dependiendo de la naturaleza de la
matriz vegetal a estudiar, estos pueden causar pérdida de proteina
debido a la cantidad de pasos experimentales implicados o a la
pérdida de solubilidad en la fase final de disolucion. Es por ello que
se deben evaluar las condiciones mas convenientes teniendo en
cuenta la matriz vegetal objeto de estudio.

Los andlisis comparativos de proteinas usando técnicas altamente
resolutivas se han convertido en una de las herramientas mas
importantes durante los analisis protedmicos en plantas. Dentro de
estas se incluyen la técnica de electroforesis en dos dimensiones
(2DE), la cual ha permitido el estudio de proteinas apoplasticas en
diferentes especies vegetales (1, 4, 5, 15, 20, 21). Es por ello que,
con el fin de determinar algunas de las condiciones mas relevantes
que se deben tener en cuenta para el analisis mediante esta técnica en
el caso del apoplasto del clavel, se evaluo el efecto que tiene la
cantidad de proteina y el uso de diferentes rangos de pH en la
separacion durante la primera dimension, sobre el numero de
manchas spots y la resolucion de los mismos. Si bien es cierto que el
uso de gradientes de pH mas estrechos aumentan la resolucion y
facilitan los estudios comparativos, usar estos rangos puede obviar
informacion relevante para la especie vegetal objeto de estudio,
dependiendo de las proteinas contenidas en la muestra.

En este estudio, se describe el flujo de trabajo para la seleccion
de las condiciones experimentales mas adecuadas para el andlisis de
proteinas presentes en el apoplasto de raices y tallos de clavel,
incluyendo tanto las condiciones de extraccion de fluido apoplastico,
como las usadas para analisis electroforéticos de alta resolucion
(electroforesis en 1D y 2D, por ejemplo). Para ello, se evaluaron
diferentes condiciones: seleccion de la solucion de infiltracion en la
obtenciéon del fluido apoplastico, seleccion del método de
precipitacion de proteinas y seleccion de condiciones para
electroforesis en 1D SDS-PAGE y 2D IEF-SDS-PAGE. Estas
condiciones experimentales podran ser empleadas posteriormente en
analisis protedmicos para la identificacion de proteinas relacionadas
con resistencia al marchitamiento vascular generado por el hongo
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod), patdgeno que causa las
mayores pérdidas econdmicas en el cultivo de esta flor. Asi mismo,
este flujo de trabajo propuesto puede ser usado para la seleccion de
condiciones experimentales en el estudio inicial de las proteinas del
apoplasto en otras especies vegetales.

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (2), 5-16.



Condiciones para el analisis electroféretico de proteinas apoplasticas de tallos y raices de clavel (Dianthus caryophyllus L) para estudios proteémicos

Materiales y métodos

Material Vegetal

Se emplearon tallos y raices de esquejes indexados de clavel
(Dianthus caryophyllus L.), libres de patégenos, con tres a cuatro
semanas de enraizamiento de la variedad Golem y de la variedad
Gran Slam, donados por la empresa Florval S.A.S-Sede QFC
(Gachancipa- Cundinamarca, Colombia).

Preparacion del inéculo de Fod

El hongo aislado empleado en este experimento fue previamente
revirulentado en la variedad de clavel-Solex que es altamente
susceptible al marchitamiento vascular generado por Fod. Este
microorganismo se cultivd en PDA (Papa Dextrosa Agar, Merck)
durante cinco dias. Dos cm? del medio colonizado por el hongo se
transfirieron a medio liquido Czapek-Dox-Broth (Fluka); Ia
suspension resultante permaneci6 en agitacion durante cinco dias a
200 rpm y 25 °C. Posteriormente, se filtré en condiciones asépticas
para retirar el micelio del sobrenadante y se llevo a una concentracion
1 x 10° conidias/mL (por conteo con el hematocitémetro).

Inoculaciéon del material vegetal con el patégeno

La inoculacion de los esquejes se realizd de acuerdo con las
condiciones establecidas en Higuera (22). Los esquejes control y los
inoculados se sembraron y mantuvieron bajo las mismas condiciones
por los dias de duracion del ensayo: con riego de agua por aspersion,
bajo  condiciones constantes de temperatura, radiacion
fotosintéticamente activa y humedad relativa (22).

Seleccion de las condiciones de extraccion del fluido
apoplastico de clavel

La extraccion del fluido apoplastico de clavel fue realizada
empleando la técnica de infiltracion con vacio-centrifugacion (8) con
algunas modificaciones. Se emplearon 5,0 g de tallos o raices de
clavel cortados en segmentos de 0,5-1,0 cm de longitud. Para la
infiltracion, el material vegetal se colocd dentro de tubos falcon (50
mL) y se adicionaron 20 mL de soluciéon de infiltracion.
Posteriormente, empleando una bomba de vacio de paleta Gast
G588DX, se realizaron 3 pulsos de vacio de 20 s con intervalos de 30
s, generando una presion de 70 kPa.

Los tallos o raices fueron infiltrados con las siguientes soluciones
de infiltracion: 1. Tris-HCI 50 mM pH 8,0/NaCl 50 mM/B-
mercaptoetanol 0,1 % v/v; 2. Tris-HCI 50 mM pH 8,0/NaCl 0,6 M/j-
mercaptoetanol 0,1 % v/v; 3. NaH,PO,-Na,HPO, 0,1 M pH 6,5/NaCl
50 mM/ B-mercaptoetanol 0,1 % v/v; 4. NaH,PO,-Na,HPO, 0,1 M pH
6,5/NaCl 0,6 M/B-mercaptoetanol 0,1 % vA; 5. agua/B-
mercaptoetanol 0,1 % v/~ y 6. NaH,PO,-Na,HPO, 0,1 M pH 6,5/
NaCl 50 mM. La seleccion de la solucion de infiltracion se realizod
teniendo en cuenta el rendimiento (mg proteina/g material vegetal
base seca), contaminacion con proteinas intracelulares y calidad en la
separacion en 1D SDS-PAGE.
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Posteriormente, los fragmentos de material vegetal se filtraron
al vacio durante 5 s y se transfirieron a un tubo falcon de 50 mL con
un aditamento especial, un circulo de pléstico con orificios, que
permitié separar el fluido apoplastico de las raices o los tallos
empleados, por centrifugacion a 1000 x g durante 20 min a 4 °C (23).

Para la obtencion de una mayor cantidad de fluido apoplastico
se realizaron ensayos empleando una segunda centrifugacion sobre el
mismo material vegetal. El fluido apoplastico fue colectado en la
parte inferior del tubo y los extractos se guardaron a -20 °C.

Verificacion de contaminacion intracelular

Para evaluar si los fluidos apoplésticos obtenidos presentaban
contaminacién con proteinas intracelulares, generada por un posible
rompimiento de las membranas plasmaticas, se determino la actividad
de dos enzimas intracelulares. La malato deshidrogenasa (MDH),
empleada para estimar el nivel de dafio en la membrana celular, y la
a-manosidasa, como marcador de proteinas procedentes de vacuola
D).

La actividad MDH fue determinada por un método modificado a
partir de lo reportado por Zhang et al. (24). La actividad enzimatica
fue medida de acuerdo a la disminucion en la absorbancia a 340 nm
durante 90 s; por adicion de 10 pL de fluido apoplastico a 300 pL de
la mezcla de reaccion (oxaloacetato (C,H,Os) 0,17 mM y NADH
0,094 mM disueltos en solucion amortiguadora Na,HPO,-NaH,PO,
0,1 M pH 7,4.) a 20 °C, usando un espectrofotometro (Genesys uv 10,
ThermoFisher, USA). El mismo sistema de reaccion, inicamente con
adicion de buffer fue empleado como blanco. La actividad se expresod
en porcentaje relacionado con un extracto total, donde el material
vegetal fue macerado con nitrogeno liquido para romper las
membranas celulares.

La actividad a-manosidasa fue determinada por un método
modificado por Ramirez (23), a partir de lo reportado por Boller y
Kende (25), en donde se emplean 100 pL del sustrato p-nitrofenol-a-
manopiranosido 5 mM disuelto en soluciéon amortiguadora
CH;COONa-CH;COOH 0,01 M pH 4,0 y 20 pL de fluido
apoplastico. Las muestras se incubaron durante 2 h a 37 °C. La
reaccion se detuvo con 1,1 mL de Na,CO; 0,2 M y se midi6 la
absorbancia a 420 nm empleando un espectrofotometro (Genesys uv
10, ThermoFisher, USA). La actividad para estas dos enzimas, se
expresO en porcentaje en relacion con un extracto total, donde el
material vegetal fue macerado con nitrogeno liquido para romper las
membranas celulares.

Efecto del B-mercaptoetanol en la solucién de
infiltracion

Para identificar el efecto de la adicion de un agente reductor (f-
mercaptoetanol) en la extraccion del fluido apoplastico de raices y ta-
llos de clavel, se realizd un ensayo empleando las soluciones de
infiltracion 3 y 6. La seleccion de las condiciones se realizo teniendo
en cuenta el rendimiento (mg proteina/g material vegetal base seca),
contaminacion con proteinas intracelulares y calidad en la separacion
en 1D SDS-PAGE.
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Precipitacién de proteinas

Con el fin de eliminar interferentes que pueden llegar a afectar la
separacion y analisis electroforéticos posteriores, las proteinas
contenidas en los diferentes extractos fueron precipitadas empleando
dos métodos diferentes, uno basado en la precipitacion con acido
tricloroacético (TCA)-acetona y el otro basado en la precipitacion
con TCA-acetona y subsecuente extraccion con fenol (16).

Para el método TCA-acetona se partié de 1 mL de fluido apoplastico
y se adicion6 1 mL de TCA al 10% p/v con ditiotreitol (DTT) 0,07%
p/v en acetona. Los tubos se agitaron y se mantuvieron a 4 °C
durante toda la noche. Luego de centrifugar a 16000 x g durante 15
min a 4 °C, el sobrenadante se descart6 y al pellet se le hicieron 4
lavados, 3 de ellos con 1 mL de acetona pura y finalmente 1 con
acetona al 80% (v/v), centrifugando a 16000 x g durante 5 minutos a
4 °C, después de cada paso de lavado. El pellet resultante se secod a
temperatura ambiente para eliminar los residuos de acetona.

Para el método TCA-acetona con posterior extraccion con fenol,
se partio de 1 mL de fluido apoplastico y se adicion6 1 mL de TCA
al 100% p/v en acetona. Los tubos se agitaron y se mantuvieron a 4
°C durante toda la noche. Luego de centrifugar a 16000 x g durante
15 min a 4 °C, el sobrenadante se descartd y el pellet se resuspendié
en 1 mL de una mezcla (1:1) de fenol saturado y solucion
amortiguadora de lisis (sacarosa 30% p/v, SDS 2% p/iv y B-
mercaptoetanol 5% v/v). Después de homogenizar vigorosamente
con la punta de la micropipeta e incubar por 5 min en hielo, se
centrifugd a 16000 x g durante 5 min a 4 °C. La fase fendlica
(superior) se transfirid a un tubo nuevo y se le adiciondo 1 mL de
acetato de amonio 0,1 M en metanol. Luego de dejar precipitar toda
la noche a -20 °C, se centrifugd a 16000 x g durante 5 min a 4 °C
para eliminar finalmente el sobrenadante por decantacion. El pellet
resultante se lavo con 1 mL de metanol al 100% y posteriormente
con 1 mL de acetona al 80%, realizando centrifugaciones en cada
caso a 16000 x g durante 5 min a 4 °C. Finalmente, el pellet se seco a
temperatura ambiente para eliminar los residuos de acetona.

Para la separacion de las proteinas por electroforesis los pellets
obtenidos por ambos métodos (TCA-acetona o TCA-acetona/fenol)
fueron resuspendidos en 100 pL o 50 pL de solucion de
solubilizacion (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4% (p/v), Tritén
X-100 0,5% (p/v) y DTT 100 mM), de acuerdo a si la muestra de
fluido apoplastico provenia de tallo o raiz, respectivamente; las
muestras se agitaron por 4 horas a 4 °C. La seleccion del protocolo
de extraccion de proteinas se realizd teniendo en cuenta la cantidad
de proteina obtenida (ng proteina/g material vegetal peso fresco) y la
calidad de la separacion en 1D SDS-PAGE.

La cuantificacion de proteinas provenientes de fluido apoplastico
de clavel se realizé empleando el método de Bradford (26), de
acuerdo a la modificacion de Ramagli (27), empleando el reactivo de
Bio-Rad®. Para ello se tomaron 1 uL de muestra, 250 pL del reactivo
de Bradford y 749 uL de agua ultrapura. Las muestras se procesaron
con réplica técnica, midiendo la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro (Genesys uv 10, ThermoFisher, USA). Se utilizd
Albumina Sérica Bovina (BSA) como estandar de proteina.

Electroforesis SDS-PAGE

Dentro de las condiciones evaluadas para la separacion de proteinas
presentes en el fluido apoplastico de raices y tallos de clavel se
tuvieron en cuenta el tiempo de calentamiento de las muestras (5 y
10 min) y la cantidad de proteina empleada (5, 10, 15 y 20 pg), esto
con el fin de definir las condiciones fundamentales para obtener la
mejor calidad de los geles de electroforesis en 1D.

Se emplearon geles discontinuos de poliacrilamida en formato
de 7 cm, empleando 5% para el gel de concentracion y 12% para el
gel de resolucidn, bajo condiciones reductoras con -mercaptoetanol.
La electroforesis se corrié a corriente constante (13 mA en el gel de
concentraciéon y 18 mA en el gel de resolucion) segin protocolo de
Bio-Rad® en el equipo Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad,
California, USA), usando como buffer de corrido Tris base 25 mM,
glicina 0,20 M y SDS 0,10 % p/v. Los geles fueron tefiidos con azul
de Coomassie coloidal G-250 (ver Visualizacion de proteinas).

El analisis de la metodologia seleccionada en muestras de fluido
apoplastico proveniente de claveles control e inoculados fue
realizada empleando el sistema Stain-Free Criterion de Bio-Rad®,
USA, con geles preteflidos y prefrabricados con un gradiente
continuo del 4 al 20% y como marcador de peso molecular Precision
Plus Protein Standards Bio-Rad®, USA. Esto se realizd con el fin de
determinar con la mayor sensibilidad posible los cambios en los
perfiles electroforéticos por efecto de la infeccion con el patdgeno.
Se emplearon 20 pg de proteina por muestra, procedente de fluido
apoplastico de tallo y raiz, y la separacion se realizd a voltaje
constante (150 V), empleando como buffer de corrido Tris-Base 25
mM, glicina 0,20 M y SDS 0,10% p/v.

Visualizacion de proteinas

Para los geles de poliacrilamida al 12%, se realizé tincién con azul
de Coomassie coloidal G-250 (20). El protocolo consistid en la
incubacion de los geles con la solucion de tincion (metanol 20% v/v,
sulfato de amonio 0,8% p/v, acido fosforico 2,25% v/v y Coomassie
coloidal G-250 0,1% p/v) durante 72 h. El exceso del agente de
tincion se elimind mediante lavados con agua ultrapura durante 5
min, solucion de metanol al 25% v/v durante 5 min y solucion de
sulfato de amonio al 20% p/v para mantenerlos. Los geles del sistema
Stain-Free Criterion de Bio-Rad®, USA, fueron visualizados usando
el equipo Criterion Stain FreeTM - Gel Imaging System de Bio-
Rad®, USA.

La calidad de la separacion se evalud en cada o6rgano de la planta
determinando tanto el niimero de bandas obtenido para cada uno de
los tratamientos ensayados, como la resolucion en la separacion de
las mismas. Para los diferentes ensayos se usé el programa Image
Lab de Bio-Rad®, USA.

Electroforesis 2D

Primera dimension-enfoque isoeléctrico (IEF)

Para la separacion en la primera dimension se usaron tiras IPG
(Inmovilizd pH Gradient) de 11 cm, en el rango de pH 3-10 y pH 5-8
Bio-Rad®, USA. Se usaron 100 pg o 200 pg de proteina de cada
organo y se mezclaron con solucion de hidratacion (urea 7 M, tiourea
2 M, CHAPS 4% p/v, azul de bromofenol 0,1% p/v, DTT 100 mM y
anfolitos 0,2% v/v en el rango de pH 3-10 o 5-8 segun las tiras
empleadas), hasta completar 185 pL.
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El isoelectroenfoque se corri6 en el equipo Protean IEF cell (Bio-
Rad®, California, USA), aplicando las siguientes condiciones: 16 h de
rehidratacion activa a 50 V; 250 V, 15 min; 8000 V, 1 h 30 min; 8000
V/h hasta acumular 30000 V'y 500 V 1 h. Se emple6 una temperatura
de 20 °C y una corriente de 50 pA por tira. Una vez finalizado el
programa, las tiras IPG se almacenaron a -20 °C (/6).

Segunda dimensién-SDS-PAGE

Antes de realizar la electroforesis SDS-PAGE, las tiras se sometieron
a un proceso de equilibrio, como indica Ardila et al. (16). Para la
segunda dimension se usaron geles prefabricados del sistema
Criterion de Bio-Rad®, USA, con un gradiente de 4 a 20%,
empleando el patron de peso molecular antes mencionado. La tira y el
marcador de peso molecular se colocaron sobre la superficie del gel;
posteriormente este se selld con agarosa al 1% p/v mezclada con azul
de bromofenol 0,001 % p/v. La segunda dimension se corrié a 150 V
constantes, en una camara del sistema Criterion de Bio-Rad®, USA.

Analisis de imagenes 2 DE

Las imagenes de los geles 2DE se adquirieron empleando el equipo
Stain-Free Criterion™ Gel Imaging System de Bio-Rad®, USA. El
analisis de la imagen se realizd con el programa PDQuest 7.2 Bio-
Rad®, utilizando parametros para la detecciéon de spots. Ademas, se
evalu6 de manera visual la presencia de stricking en los diferentes
geles obtenidos para extractos de tallos y raices de clavel, para
determinar la existencia de contaminantes no proteicos y la
separacion de las proteinas teniendo en cuenta la cantidad aplicada y
el rango de pH empleado en las tiras del isoelectroenfoque.

Analisis estadistico

Para el rendimiento en la obtencion de proteinas con las diferentes
soluciones de infiltracion se realizo un analisis estadistico, igualmente
para el andlisis de las actividades enzimaticas empleadas como
marcadores de contaminacion intracelular y para la seleccion del
método de precipitacion de proteinas, evaluados a través triplicados
biologicos. Los datos fueron reportados como medias +/- SD. El
analisis de varianza y las diferencias significativas entre las medias se
analizaron mediante ANOVA de una via utilizando Statgraphics®
Software version 5.1. (p < 0,05).

Resultados y discusion

Obtencion de fluido apoplastico de clavel

Seleccion de la solucion de infiltracién

De las cinco soluciones de infiltracion evaluadas, se encontr6 que el
mayor rendimiento de extraccion para proteinas apoplasticas de raices
y tallos de clavel se obtuvo con la soluciéon amortiguadora numero 2
(Figura 1).

Sin embargo, la seleccién de la solucién de infiltracion debe
considerar la actividad enzimdtica a-manosidasa y malato
deshidrogenasa (MDH), indicadores de la contaminaciéon con
proteinas intracelulares (1, 24, 25). Al respecto, se encontr6 que para
el caso de la actividad MDH en los fluidos apoplasticos obtenidos, el
B-mercaptoetanol puede actuar como interferente, debido a su
caracter reductor (Tabla 1).
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Figura 1. Rendimiento en la obtencion de proteinas presentes en fluido apoplastico de tallos
y raices de clavel variedad Gran Slam, empleando las soluciones de infiltracion 1-5. Las barras
verticales representan la desviacion standard de cada promedio (n = 3). Los valores para cada

variedad y cada determinacion que presentan diferente letra, presentan diferencias
significativas (p <0,05)
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Tabla 1. Determinacion de las enzimas MDH y a-manosidasa en fluido apopléstico de tallos y
raices de clavel, empleando cinco diferentes soluciones de infiltracion

Solucién Material | MDH | a-manosidasa | Material | MDH | o-manosidasa
vegetal (%) (%) vegetal (%) (%)
1 Raiz N.D 3,79% Tallo N.D 5,19%
2 Raiz N.D 24,52 Tallo N.D 8,66
3 Raiz N.D 0,2734 Tallo N.D 0,0125¢
4 Raiz N.D 0,619° Tallo N.D 0,498¢
5 Raiz N.D 3,67° Tallo N.D 1,23¢

Los resultados se presentan como el promedio de tres determinaciones. N.D.: No detectado

Por el contrario, para el caso de la actividad a-manosidasa, no se
observa efecto en el método de determinacién cuando dicho agente
esta presente en las soluciones de infiltracion evaluadas (Tabla 1).
Los resultados encontrados muestran que los valores mas bajos de
contaminacion intracelular, al nivel de significancia trabajado (p <
0,05), se obtienen al emplear la solucion amortiguadora nimero 3. Se
presentaron valores menores al 0,3% respecto a la actividad
encontrada para el extracto crudo, lo cual estd dentro de los valores
reportados en otras investigaciones, como es el caso del fluido
apoplastico proveniente de papa (Solanum tuberosum L. variedad
Spunta y variedad Innovator) en su interaccion con el patogeno
Phytophthora infestans (5).

En cuanto a la evaluacion de los perfiles de separacion de las
proteinas por SDS-PAGE, se evidencia que el mayor nimero de
bandas se obtiene con la solucion amortiguadora numero 2 (Figura 2,
carril 2). Sin embargo, es probable que este mayor numero de bandas
se deba a la presencia de proteinas intracelulares, en concordancia
con los resultados previamente descritos que sugieren contaminacion
intracelular al usar dicha solucién de infiltracion (Tabla 1).
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Figura 2. 1D SDS-PAGE para la comparacion de las diferentes soluciones de infiltracion
empleadas en la extraccion de fluido apopléstico de tallos de clavel variedad Gran Slam. 20
ug proteina, empleando un gel de separacion al 12% y un gel de concentracion al 5%

Estos resultados contrastan con lo encontrado con la solucion de
infiltracion numero 3 (Figura 2, carril 3), en donde ademas de
presentar baja contaminacion intracelular (actividad a-manosidasa
del 0,3% comparada con el 24,5% obtenida para la solucion niimero
2), el nimero de bandas es superior al encontrado con las demas
soluciones de infiltracion evaluadas. Lo anterior indica que dicha
solucion es una buena candidata para ser usada en la obtencion de
proteinas a partir del apoplasto de tallos de clavel. Resultados
similares se encontraron para fluido apoplastico procedente de raices
de clavel (datos no mostrados).

Resultados reportados en la literatura para la extraccion de fluido
apoplastico de hojas maiz muestran que al emplear NaH,PO,-
Na,HPO, 100 mM como solucién amortiguadora, se presenta poco
dafio en la membrana plasmatica y buena extraccion de proteinas
adheridas a la pared celular (75).

La presencia de bandas de proteinas con un peso molecular
menor a 15 kDa es significativa en los extractos obtenidos con la
solucion de Tris-HCI de mayor fuerza ionica (Figura 2, carril 2). Esto
no es comun en el apoplasto, donde estas proteinas normalmente se
encuentran en niveles bajos (/5). Es probable que la baja polaridad
del tris conlleve a una disrupcion de las membranas plasmaticas de
las células que constituyen el tejido y generen una mayor
contaminacion con proteinas intracelulares de este tamafio.

En conjunto, estos resultados indican que para la obtencion de
fluido apoplastico de tejido vegetal de clavel, se debe emplear la
solucion de infiltraciéon niimero 3 con pH 6,5, baja fuerza idnica y
presencia de agente reductor. Estos resultados sin duda, deben estar
asociados a la similitud en términos de pH y fuerza idnica que existe
entre esta solucion de infiltracion y las condiciones encontradas en
tejidos vegetales.

Considerando que la centrifugacion es un paso determinante para
la obtencion de un extracto libre de contaminantes intracelulares y en
la cantidad de fluido apoplastico obtenido, se decidié evaluar la
posibilidad de realizar centrifugaciones adicionales para aumentar la
cantidad final de fluido apoplastico. Se determind que una segunda
centrifugacion permite aislar mdas fluido apoplastico sin
contaminacion intracelular, seglin la determinacion del marcador o-
manosidasa (Resultados no mostrados). Esto sugiere que la
centrifugacion adicional a 1000 x g puede ser empleada para obtener
una mayor cantidad de extracto sin contaminacién por ruptura
celular, resultados que no han sido reportados previamente, en otras
especies vegetales.

10

Uso de agentes reductores

Considerando que el uso de agentes reductores como el [-
mercaptoetanol puede aumentar la estabilidad y la solubilidad de las
proteinas, pero que, a su vez, puede interferir en uno de los
marcadores de contaminacion intracelular (como la actividad
enzimatica de la MDH), se decidio evaluar si realmente era necesario
su uso en la solucion de infiltracién previamente seleccionada. Para
ello, se realizaron ensayos usando la solucién amortiguadora de
NaH,PO,-Na,HPO, 0,1 M pH 6,5/NaCl 50mM con y sin f-
mercaptoetanol 0,1% v/ y se compararon parametros como el
rendimiento, la contaminacion intracelular y los perfiles de
separacion por electroforesis en 1D. De acuerdo a los resultados
obtenidos (Figura 3), no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos tratamientos evaluados en términos del
rendimiento de extraccion (p < 0,05). Asi mismo, la comparacion de
la actividad oa-manosidasa tampoco muestra diferencias entre los
mismos (Tabla 2), lo que indica que el uso de este agente reductor no
afecta la estabilidad de la membrana plasmatica durante el proceso
de infiltracion.
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Figura 3. Rendimiento de la obtencion de proteinas presentes en fluido apoplastico de tallos
y raices de clavel, variedad Gran Slam, emrleando solucion de infiltracion con y sin adicion de
un agente reductor. Las barras verticales representan la desviacion standard de cada
promedio (n = 3). Los valores para cada variedad y cada determinacion que presentan
diferente letra, presentan diferencias significativas (p < 0,05)

Tabla 2. Determinacion de las enzimas MDH y a-manosidasa en fluido apopléstico de tallos y
raices de clavel, empleando solucion de infiltracion con y sin adicion de un agente reductor

Solucién Material | MDH | a-manosidasa | Material | MDH | a-manosidasa
vegetal % (%) vegetal % (%)
3 Raiz N.D 0,273 Tallo N.D 0,0125*
6 Raiz 1,16 0,258 Tallo 1,21 0,04332

Los resultados se presentan como el promedio de tres determinaciones. N.D.: No detectado

El efecto que presentan el pH, la fuerza idnica y las caracteristicas
quimicas de los componentes de la solucion de extraccion
previamente seleccionada (NaH,PO,-Na,HPO, 0,1 M pH 6,5/NaCl
50 mM) sobre la estabilidad de la membrana, se puede comprobar
con la determinacion de la actividad MDH en fluido apopléstico
obtenido con esta solucion sin agente reductor. Considerando que su
actividad es apenas el 1% con respecto al valor obtenido para
extracto crudo, se evidencia que no existe contaminacion
citoplasmatica al usar dicha solucion (Tabla 2). Estos resultados son
similares a los encontrados en otros estudios (28) en donde se ha
observado que la actividad enzimatica MDH de los fluidos de
apoplasto es apenas del 1 al 3% del valor obtenido para un extracto
crudo de la misma especie vegetal (29). En general, estos resultados
son considerados bajos si se tiene en cuenta que hay reportes donde
se han tolerado valores en el rango del 3 al 10% (30).
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La localizacion citoplasmatica de la MDH permite que la
determinacion de su actividad sea cominmente usada como marcador
de la calidad del fluido apoplastico obtenido; la baja o ausencia de
actividad para esta enzima indica una pobre o ausente contaminacion
con proteinas citoplasmaticas (/, 3). Asi mismo, los resultados
obtenidos para la solucién amortiguadora NaH,PO4-Na,HPO, 0,1 M
pH 6,5/NaCl 50 mM, con y sin agente reductor, no muestran
diferencias significativas en cuanto a rendimiento y contaminacién
intracelular (Tabla 2 y Figura 3).

Sin embargo, al realizar la electroforesis 1D SDS-PAGE, se
determind que existe mayor intensidad en las bandas de proteinas con
peso molecular de aprox. 31 KDa y 7 KDa, cuando se emplea f3-
mercaptoetanol dentro de la soluciéon de infiltracion (Figura 4, carril
2). Esto indica que es necesario el uso de éste dentro de la solucion de
infiltracién a emplearse en esta parte del proceso. Estos resultados
son predecibles, considerando que la presencia de este agente
reductor en la solucion de infiltracion evita la posible formacion de
puentes disulfuro entre proteinas que presenten grupos sulfhidrilo
libres, que en este caso tienen pesos moleculares de 31 y 7 kDa. La
posible formacion de estructuras oligoméricas bajo condiciones no
reductoras es un fenémeno previamente descrito para varias proteinas
en otros modelos (31, 32).

Marcador 1 2 Marcador 3 4
(KD2) —t—  —— KD®)
202 —>
14 —>
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47—

34
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—
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|
o= 7 kDa
6
No. Bandas 15 15 12 12

Figura 4. 1D SDS-PAGE para la comparacion del efecto de un agente reductor presente en la
solucion de infiltracion empleada en la obtencion de fluido apoplastico de tallo y raiz de
clavel, variedad Golem. Se emplearon 10 pg proteina, gel de separacion al 12% y gel de
concentracion al 5%. Al lado derecho del gel se encuentran sefialadas las bandas de interés
(6,7 kDa para tallo y 30, 6 kDa en tallo y raiz)

Electroforesis SDS-PAGE

Se deben tener en cuenta también algunos parametros experimentales
para la obtencion de una buena resolucion en los geles de proteinas en
SDS-PAGE, por ejemplo, el tiempo de calentamiento de la muestra y
la cantidad de proteina sembrada en cada pozo del gel. En el formato
empleado en la presente investigacion (7 cm), se encontrd que un
tiempo de calentamiento de 10 min permite aumentar la nitidez de las
bandas, debido a que probablemente en este tiempo se presenta una
mayor interaccion entre los agentes denaturantes presentes en el
buffer carga y las proteinas del extracto (Resultados no mostrados).
En cuanto a la cantidad de proteina empleada, se encontrd que a partir
de 10 pg (Figura 5, carril 2 y 6) se presenta una buena sensibilidad
para la deteccion de las bandas, lo cual representa una gran ventaja
dado que la cantidad de proteina obtenida a partir de fluido
apoplastico es baja, alrededor de 100 pg proteina/g material vegetal
peso fresco (Tabla 3).
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Figura 5. 1D SDS-PAGE para la comparacion de diferentes cantidades de proteinas presentes
en extractos de proteinas provenientes del fluido apoplastico de tallo y raiz de clavel, variedad
Golem, empleando la solucién de infiltracion nimero 3 y diferentes cantidades de proteina.
Gel de separacion al 12% y gel de concentracion al 5%. Tallo, 5 ug (carril 1)10 pg (carril 2), 15
pg (carril 3), 20 pg (carril 4), Raiz 5 pg (carril 5),10 pg (carril 6),15 ug (carril 7), 20 pg (carril 8)

Tabla 3. Rendimiento para los diferentes métodos de extraccion de proteinas presentes en
fluido apopléstico de tallos y raices de clavel. TCA/acetona (A) y TCA/acetona/fenol (B)

Rendimiento (ug |Procedimiento | %Recuperacion| Procedimiento | %Recuperacion
proteina/g material A. B.
vegetal peso fresco)

Tallo 119,4 + 14,7* 100,0 72,7+ 1,3 60,4

Raiz 142,0 + 20,4° 100,0 62,5+ 8,4 44,0

Los resultados se presentan como el promedio de tres determinaciones  la desviacion estandar

Precipitacion y concentracion de proteinas para electroforesis

En este caso, se emplearon dos métodos reportados para precipitacion
de proteinas de tallos y raices de clavel (16). El método A se basa en
el uso de TCA/acetona y el método B, se basa en el uso de TCA/
acetona/fenol. La seleccion se realizd teniendo en cuenta el
rendimiento en la cantidad de proteina finalmente solubilizada
determinada por Bradford (Tabla 3) y la separacion en 1D SDS-
PAGE (Figura 6).

Marcador
(KDa)

Marcador 1

2 3 4
(KDa) —— —— —— ——

202 —>
114 >

B3>
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Figura 6. Geles de extractos de proteinas obtenidas usando 1 método ATC/acetona en tallo, 2
método ATC/acetona/fenol en tallo, 3 método ATC/acetona en raiz, 4 método ATC/acetona/
fenol en raiz. Se emplearon 10 ug de proteina en cada carril y un gel de poliacrilamida-SDS al
12%. EI gel fue tefiido con Coomassie coloidal. Las muestras empleadas provienen de fluido
apoplastico de tallo y raiz de clavel variedad Golem, empleando la solucion de infiltracion
niimero 3
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Los resultados obtenidos muestran que al emplear el método B,
se presenta una menor recuperacion de proteina a la obtenida con el
método A presentando un 60,4% y 44,0% de lo obtenido con el
método A, para tallo y raiz respectivamente (Tabla 3). Por otro lado,
al evaluar el nimero de bandas durante la separacion de las proteinas
presentes en los diferentes extractos mediante electroforesis en 1D
SDS-PAGE (Figura 6) se encontr6 que, si bien es cierto que los dos
métodos empleados no presentan contaminantes que afecten la
calidad de la separacion y la resolucion de las bandas, si se presentan
diferencias en el nimero de bandas que corroboran los resultados
obtenidos en rendimiento.

Se encontr6 a través del método B un menor niimero de bandas
(Figura 6, carriles 2 y 4), debido probablemente a la pérdida de
proteinas durante el procedimiento experimental descrito. Esto indica
que para la precipitacion de proteinas presentes en el fluido
apoplastico de tallos y raices de clavel, se debe emplear el método A
que incluye Uinicamente el tratamiento con TCA y acetona, tal y
como ha sido reportado en estudios con otras especies vegetales (19,
33, 34). En general, estos resultados contrastan con lo encontrado en
estudios previos realizados con el grupo de investigacion, donde el
método que incluye fenol presenta los mejores resultados en
términos de numero de bandas y presencia de contaminantes no
proteicos para extractos totales de tallos y raices (/6). Lo anterior
debido a que el fenol es uno de los agentes disociadores mas fuertes
que disminuye las interacciones entre las proteinas y diversos
contaminantes (35-37).

Los resultados encontrados en clavel muestran claramente como
el método de precipitacion y concentracion de proteinas depende de
la complejidad de la muestra a trabajar ya que, cuando se parte de
material vegetal total, es necesario emplear el método TCA/acetona/
fenol para eliminar interferentes en analisis electroforéticos como
carbohidratos, 4cidos nucleicos, fenoles, lipidos y sales (20). Por el
contrario, para el caso del fluido apoplastico, debido a que es una
muestra que presenta un menor nimero de moléculas interferentes, el
método TCA/acetona es suficiente para generar una muestra que
pueda ser empleada en analisis electroforéticos, contando ademas
con un buen rendimiento en la obtencién de proteinas, necesario en
este tipo de estudios donde la cantidad de fluido apoplastico obtenido
a partir de material vegetal es tan bajo.

Electroforesis SDS-PAGE de muestras inoculadas con Fod

Con el fin de verificar que las condiciones seleccionadas fueran
adecuadas para el andlisis de proteinas del fluido apoplastico de
raices y tallos de clavel, durante la inoculacién con el patdgeno Fod,
se realizd un analisis diferencial cualitativo de las bandas de
proteinas presentes en el apoplasto de dichos tejidos, comparando
con el correspondiente control. De esta manera, bajo las condiciones
previamente descritas se realizaron extracciones de apoplasto a partir
de material vegetal sin inocular con el patégeno (dia 0 y dia 7,
control) e inoculado con el mismo (dia 7) (Figura 7). Los resultados
muestran que las condiciones seleccionadas pueden ser usadas de
manera exitosa, tanto para tejidos control, como para aquellos que
han sido inoculados con el patégeno.

Al comparar los diferentes tratamientos se evidencia que no
existen diferencias cualitativas entre las proteinas presentes en el
apoplasto de las muestras control y las muestras inoculadas, al
menos bajo las condiciones de deteccion empleadas.
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Figura 7. 1D SDS-PAGE para la comparacion de extractos de proteinas en diferentes tiempos
y con inoculacion con FOD provenientes del fluido apoplastico de tallo y raiz de clavel,
empleando la solucién de infiltracion nimero 3. 20 ug de proteina. Gel Criterion Stain FreeTM
Bio Rad, USA. Gradiente 4-20%. 1 Tallo dia 0 control, 2 Tallo dfa 7 control, 3 Tallo dia 7
inoculado, 4 Raiz dia 0 control, 5 Raiz dia 7 control, 6 Raiz dia 7 inoculado

Estos resultados son similares a los encontrados en trabajos
previos realizados en el grupo de investigacion, donde no se
presentan diferencias cualitativas apreciables en el nimero de bandas
en extractos totales de proteinas, entre controles e inoculados con el
patdgeno usando electroforesis en 1D (/6). Los resultados obtenidos
en esta parte de la investigacion muestran ademas que la metodologia
puede ser empleada de manera confiable para analisis de proteinas
provenientes de fluido apoplastico, de tallos y raices control e
inoculados con el patogeno.

Analisis de apoplasto de raices y tallos de clavel por 2DE (IEF-
SDS-PAGE)
La Figura 8 muestra los resultados obtenidos para proteinas
apoplasticas de tallo, donde se encuentra un mayor numero de
manchas y una mayor resolucion durante la separacion, al emplear
tiras de IPG en el rango de pH 3-10 (Tabla 4). Los resultados
obtenidos en este 6rgano son similares a los obtenidos en estudios
protedmicos del apoplasto de hojas de colza (Brassica napus) en su
interaccion con Verticillum longisporum, donde se encuentran 170
spots, empleando 80 pg de proteina y tiras de IPG pH 3-10 (3).

Para el caso de la raiz (Figura 9), empleando 200 pg de proteina
y tiras de IPG pH 5-8, la resolucion en las manchas de proteina es
superior. De hecho, si se comparan los dos rangos de pH a esta
misma concentracion de proteina, no existen diferencias importantes
entre el nimero de manchas resueltas, pero si en la resolucion de la
separacion, siendo mayor en el primero. Por lo anterior, para este
organo de la planta, el analisis de proteinas apoplasticas se debe
realizar usando tiras de IPG en rango pH 5-8 para la primera
separacion por isolectroenfoque. Estos resultados son similares a los
obtenidos en otros estudios, en donde se han encontrado los mismos
rangos de pH para la separacion en la primera dimension (18, 34).
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Figura 8. Electroforesis en 2D para los extractos obtenidos mediante el procedimiento TCA/Acetona a partir de fluido apoplastico de tallos de clavel, con diferentes cantidades de proteina total y rango de
pH en cada tira de isoelectroenfoque. A. 100 g, pH 3-10, B. 200 pg, pH 3-10, €. 100 g, pH 5-8, D. 200 g, pH 5-8
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Figura 9. Electroforesis en 2D para los extractos obtenidos mediante el procedimiento TCA/Acetona a partir de fluido apoplastico de raices de clavel, con diferentes cantidades de proteina total y rango de
pH en cada tira de isoelectroenfoque. A. 100 g, pH 3-10, B. 200 g, pH 3-10, €. 100 pg, pH 5-8, D. 200 g, pH 5-8
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Tabla 4. Condiciones de analisis para la separacion en 2D de proteinas de fluido apoplastico
de tallos y raices de clavel variedad Golem

Cantidad Tiras No
Tejido | de proteina ) Resolucion**
IPG spots*
(ng)
pl 3-10 119 Buena
100
pl 5-8 117 Buena
Tallo
pl 3-10 193 Muy buena
200
pl 5-8 182 Buena
pl 3-10 57 Buena
100
pl 5-8 86 Buena
Raiz
pl 3-10 107 Buena
200
pl 5-8 98 Muy buena

*Los valores encontrados de nimero de manchas son obtenidos mediante el programa PDQuest.
**a resolucion se determind mediante inspeccion visual y evaluando el enfoque de una misma mancha
proteica en los diferentes tratamientos evaluados.

Un analisis comparativo preliminar permite observar que algunas
de las manchas proteicas se comparten en geles obtenidos a partir de
fluido apoplastico de raices y tallos de la planta, indicando que
muchos de ellos deben contener proteinas que participan en procesos
conservados en las células vegetales a nivel extracelular. Asi mismo,
se evidencian también manchas proteicas que son particulares de
cada organo, las cuales probablemente deben estar asociadas a otros
procesos que se llevan a cabo de manera tejido-dependiente.
Diferencias en la distribucion de proteinas en funcion del 6rgano de
la planta objeto de estudio han sido reportados en diferentes especies
vegetales (38, 39).

Conclusiones

Para la obtencion de fluido apoplastico presente en tallos o raices de
clavel, se debe emplear la solucion amortiguadora NaH,PO,-
Na,HPO, 0,1 M pH 6,5/NaCl 50 mM/B-mercaptoetanol 0,1% v/v
como solucion de infiltracion, ya que presenta buen rendimiento en la
obtencion de proteinas y la menor contaminaciéon con proteinas
intracelulares. Ademas, se pueden realizar dos centrifugaciones sobre
el mismo material vegetal para obtener una mayor cantidad de fluido
apoplastico, sin generar rompimiento de la membrana citoplasmatica.
En cuanto a la precipitacion de proteinas, el método TCA/acetona
presenta un rendimiento superior al 80% comparado con el método
TCA/acetona/fenol, eliminando interferentes de tipo no proteico,
presentes en la muestra. Para los analisis protedmicos en 2D (IEF-
SDS-PAGE), se deben emplear 200 pg de proteina y tiras de IPG con
pH 3-10 cuando las muestras proceden de fluido apoplastico de tallo,
y 200 pg de proteina y tiras de IPG con pH 5-8 cuando proceden de
fluido apoplastico de raiz. Este procedimiento puede ser aplicado a
otras especies vegetales, con el fin de estudiar la dinamica del
proteoma apoplastico en procesos bioldgicos que pueden incluir la
interaccion con patdgenos.
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Evaluacion del efecto
protector contra la
oxidacion lipidica de
fracciones obtenidas a
partir del epicarpio de
tomate de arbol (Solanum
betaceum Sendtn)

Evaluation of protective
effect against lipid
oxidation of fractions
obtained from

tree tomato (Solanum
betaceum Sendtn) epicarp

Avaliacao do efeito
protetor contra oxidagao
lipidica de fracoes obtidas
a partir da casca de tomate
da arvore (Solanum
betaceum Sendtn)

Resumen

Abstract

Resumo

Se obtuvieron fracciones a partir del
epicarpio de tomate de arbol (Solanum
betaceum Sendtn) y se evalu6 su efecto
protector contra la oxidacién lipidica en
carne de res cocida (CRC). Un extracto
obtenido a través de extraccion supercritica
fue fraccionado empleando, a su vez,
extraccion en fase solida; dichas fracciones
fueron adicionadas a CRC (concentracion
200 mg/kg). El efecto protector fue
determinado a través de la comparacion de
algunos productos de oxidacion y el
antioxidante sintético terbutilhidroxiquinona
(TBHQ, concentracion 200 mg/kg). Cuatro
fracciones fueron obtenidas, la fraccion de
mayor polaridad mostré una alta eficiencia
para inhibir la oxidacion lipidica en CRC,
reduciendo la formacion de
hidroperéxidosHPL y TBARS en 100 y
98,5%, respectivamente; esta mostrd6 una
eficiencia superior a la observada para el
TBHQ. Esta fraccion mas activa fue
sometida a analisis HPLC-DAD y se
identificaron algunos compuestos fenolicos:
tres catequinas (epigalocatequina,
epicatequina y galato de epigalocatequina) y
un 4cido fendlico (rosmarinico). Los
resultados obtenidos permitieron evidenciar
que el epicarpio de tomate de arbol es fuente
de antioxidantes con efecto protector sobre

CRC, alternativa de aprovechamiento y
valorizacion para dicho residuo
agroindustrial.

Fractions from tree tomato (Solanum
betaceum Sendtn) epicarp were obtained and
their effect against lipid oxidation in cooked
beef meat (CBM) was evaluated. An extract
obtained by supercritical fluids extraction
was fractionated using solid phase extraction
and these fractions were added to CBM (at
300 mg/kg). The protector effect against lipid
oxidation was determined by measuring
some lipid oxidation products and
comparison against the synthetic antioxidant
tert-butylhydroquinone (TBHQ at 300 mg/
kg). Four fractions were obtained, the most
polar fraction showed high efficiency to
reduce the lipid oxidation on CBM, this
fraction reduced the LHP and TBARS
formation at 100.0 and 98.5%, respectively.
This fraction showed an ability to retard lipid
oxidation in CRC higher than TBHQ. The
fraction with the highest protector effect was
analyzed for its phenolic composition by
High-Performance Liquid Chromatography
with Diode-Array Detection (HPLC-DAD).
Three catechin (epigallocatechin, epicatechin
and epigallocatechin gallate) and a phenolic
acid (rosmarinic acid) were identified. The
results revealed that the tree tomato epicarp
is a source of antioxidants with protective
effect on CBM, an alternative for the use and
valorization of this agroindustrial waste.

Palabras clave: epicarpio de tomate de
arbol, Solanum betaceum Sendtn, oxidacion
lipidica, actividad antioxidante, extraccion
con fluidos supercriticos.

Keywords: Tree tomato epicarp, Solanum
betaceum Sendtn, lipid oxidation, antioxidant
activity, supecritical fluids extraction.

Fragdes da casca de tomate de arvore
(Solanum betaceum Sendtn) foram obtidas e
seu efeito para retardar a oxidagdo dos
lipidios em carne bovina cozida (CBC) foi
avaliado. Um extrato obtido através da
extragao supercritica foi fracionado utilizando
extragdo em fase solida e as fragdes obtidas
foram adicionadas 4 CBC (concentragdo 300
mg/kg). O efeito protetor contra a oxidagdo
dos lipidios foi determinado medindo alguns
produtos de oxidagdo e comparando com a
terbutil-hidroquinona (TBHQ, concentragdo
300 mg/kg). Quatro fragdes foram obtidas,
destas, a fragdo de maior polaridade mostrou
a maior eficiéncia para inibir a oxidag@o dos
lipidios da CBC, reduzindo a formagdo de
HPL e TBARS em 100 e 98,5%,
respectivamente; mostrou uma eficiéncia
maior da observada para TBHQ. Esta foi
submetida a analise por a cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de
diodos (HPLC-DAD) e foram identificados
alguns compostos fenodlicos: trés catequinas
(epigalocatequina, galato de epicatequina e
galato de epigalocatequina) e um 4cido
fendlico  (rosmarinico). Os  resultados
permitiram evidénciar que a casca do tomate
de arvore ¢ uma fonte de compostos
antioxidantes comefeito protetor sobre a
CBC, esta ¢ uma alternativa de utilizagdo e
aproveitamento deesse residuo agroindustrial.

Palavras-Chave: casca de tomate de arvore,
Solanum betaceum Sendtn, oxidac¢do dos
lipidios, atividade antioxidante, extragdo
supercritica.
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Introduccion

El tomate de arbol (Solanum betaceum Sendtn) es un fruto tropical
nativo de los Andes del Perti, Ecuador y Colombia. Actualmente se
conocen tres ecotipos de tomate de arbol diferenciados por su color:
amarillo, rojo y purpura (/); en Colombia los mas comunes son el
amarillo y el rojo. Colombia, Brasil, Nueva Zelanda, Kenia,
Sudafrica, Estados Unidos (California), India y Sri Lanka son los
principales productores y exportadores mundiales de tomate de
arbol, al respecto, Colombia en el aflo 2013 produjo 146265 ton (2).
El tomate de arbol es conocido por su valor nutricional debido a que
es una buenafuente de nitrogeno, fosforo y potasio (3). Otros
metabolitos de importancia bioldgica han sido también identificados
y cuantificados en el fruto, tal es el caso de carotenoides (4, 5) y
polisacaridos (6, 7), en el ecotipo amarillo, y antocianinas en el
ecotipo rojo (8-10). Algunos de estos compuestos (p.e. anticianinas y
otros compuestos fendlicos) hacen del fruto una fuente de
antioxidantes. Dicha actividad antioxidante (AA) de extractos de
tomate de arbol ha sido evaluada frente a radicales como el DPPH y
el ABTS™ (11, 12) y en la inhibicién de la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (/3).

Ahora bien, la oxidacion lipidica es uno de los procesos mas
relevantes en el deterioro de algunos alimentos, genera sabores y
aromas desagradables, disminucion del tiempo de vida util, pérdida
de la calidad nutricional y formaciéon de compuestos altamente
toxicos (14, 15). Dicho proceso se puede controlar por medio de
antioxidantes y, en el caso particular de Colombia, la industria
alimentaria usa antioxidantes sintéticos como el acido eritorbico y la
terbutil-hidroxiquinona (TBHQ), pues son relativamente econémicos
y bastante eficientes. Sin embargo, dichos compuestos sintéticos han
sido muy juzgados por sus efectos nocivos sobre la salud de los
consumidores (/6, /7). Por tanto, una alternativa en la proteccion de
alimentos frente a la oxidacion lipidica es el uso de extractos,
fracciones o compuestos obtenidos a partir de fuentes naturales como
frutas y vegetales, estos han demostrado ser muy eficientes, ademas
de proporcionar un caracter funcional a los alimentos (/8). El
epicarpio de tomate de arbol es una de esas fuentes naturales
alternativa, estudios previos realizados por nuestro grupo de
investigacion han demostrado que extractos supercriticos (obtenidos
a diferentes presiones y temperaturas) provenientes de dicho residuo
poseen un potente efecto protector frente a la oxidacion lipidica en
carne de res cocida (CRC) (19).

En Colombia, el consumo interno del tomate de arbol estd
enfocado a su uso en fresco, elaboracion de jugos y conservas y
obtencion de algunos productos procesados; este uso involucra de
forma exclusiva a la pulpa del fruto, descartando como residuos sus
semillas y su epicarpio. En el caso particular del epicarpio, este
residuo puede alcanzar hasta 5% en peso fresco relativo al fruto, esta
es una cantidad significativa de material vegetal que, en la
actualidad, posee pocas opciones de uso o aprovechamiento. Los
antecedentes muestran que los residuos agroindustriales, en
particular el epicarpio de tomate de arbol, son fuentes importantes de
antioxidantes (/8, 19), lo que plantea una alternativa para el
aprovechamiento y valorizacion de dichas biomasas.

Dado lo anterior, el presente trabajo explor6 una alternativa de
uso para el epicarpio de tomate de arbol como fuente de fracciones
(antioxidantes) capaces de atenuar de forma eficiente la oxidacion
lipidica en CRC. Para esto, un extracto obtenido a partir de epicarpio
de tomate de arbol, empleando extraccion con fluidos supercriticos
(EFS), fue sometido a fraccionamiento y las fracciones fueron
adicionadas como antioxidantes a CRC.

La eficiencia de las fracciones para atenuar la oxidacion lipidica
en CRC fue comparada con al antioxidante sintético TBHQ.
Finalmente, algunos compuestos fendlicos fueron identificados en la
fraccion con mayor eficacia.

Materiales y métodos
Reactivos y estandares

El di6xido de carbono fue proporcionado por White Martins Praxair
Inc (Joinville-SC, Brasil). Los disolventes organicos (metanol, etanol,
cloroformo, hexano e isooctano) y 4cidos (clorhidrico y
tricloroacético) fueron proporcionados por Vetec Quimica Fina Ltda
(Rio de Janeiro-RJ, Brasil). El acido tiobarbitarico fue obtenido de
Alfa Aesar (Lancashire, UK). El 1,1,3,3-tetractoxipropano fue
proporcionado por Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis-MO,
USA). El antioxidante comercial para alimentos TBHQ fue
proporcionado Kemin Food Technologies. Para la identificacion de
los compuestos fendlicos se emplearon patrones certificados de
acidos fenolicos (galico, phidroxibenzoico, vanilico, fertlico y
cindmico), catequinas (catequina, galato de epigalocatequina,
epicatequina, galato de epicatequina y epigalocatequina) y
flavonoides (4cido caféico, acido p-cumadrico, acido rosmarinico,
quercetina, naringenina, luteolina, kaempferol, acido ursolico y
pinocembrina), estos fueron proporcionados por Sigma-Aldrich (St.
Louis-MO, USA).

Muestras y preparacion

El epicarpio de tomate de arbol, ecotipo amarillo, fue proporcionado
por Alimentos SAS S.A. (Bogot4, Colombia). Este correspondia al
residuo generado en la produccion de pulpa a partir del fruto. El corte
de carne de res empleado fue morrillo con un contenido de grasa de
30% en peso fresco, fue adquirido en un mercado local de Bogota. El
epicarpio fue removido de residuos de pulpa y semillas y lavado con
agua corriente, posteriormente se seco a temperatura ambiente por 72
h (humedad final 0,20 + 0,01%). La muestra seca fue sometida a
molienda y posteriormente separada por tamafio de particula en
agitador vibratorio vertical (Bertel Metalurgic Ind. Ltda., Caieiras-SP,
Brasil); el tamafio medio de particula final fue 0,278 + 0,008 mm. Por
otra parte, la muestra de carne (= 10 kg) fue lavada con abundante
agua y se le removio el tejido conectivo y la grasa externa. Luego se
dividio por cuarteos sucesivos, hasta obtener 16 fracciones de 600 £ 5
g que fueron cortadas en cubos de 1 cm? y mezclados aleatoriamente.

Obtencion de extracto

La muestra de epicarpio de tomate de arbol fue sometida a extraccion
con fluidos supercriticos (EFS) empleando una unidad de extraccion
dinamica descrita por Danielski et al. (20) y siguiendo la metodologia
descrita por Castro-Vargas et al. (19). El extracto fue obtenido
empleando como disolvente diéxido de carbono, adicionado con
etanol (EtOH) como cosolvente (CO,/EtOH) a un flujo constante de
0,50 + 0,05 kg/h. Las condiciones de extraccion fueron: presion 30
MPa, temperatura 50 = 1 °C y 2% en peso (respecto al CO,) de
cosolvente. El tiempo de extraccion empleado fue 210 min, tiempo
establecido por medio de ensayos cinéticos (curvas de extraccion) a
las condiciones antes citadas. Todas las condiciones fueron
establecidas a partir de estudios previos (/9, 27). Estas condiciones
permitieron obtener un extracto con alta eficiencia para retardar la
oxidacion lipidica en CRC.
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Evaluacion del efecto protector contra la oxidacién lipidica de fracciones obtenidas a partir del epicarpio de tomate de arbol (Solanum betaceum Sendtn)

Obtencién de fracciones

El extracto obtenido fue fraccionado empleando un cartucho de
extraccion en fase solida empacado con 2,0 g de silica modificada,
diol, como fase estacionaria (HyperSep™ Diol, 40-60 um). Se
inyectaron en el cartucho 300 mg de extracto, previamente liofilizado,
disuelto en una mezcla hexano/acetato de etilo (1:9). Los compuestos
fueron eluidos empleando un gradiente de hexano/acetato de etilo a
un flujo 1 mL/min. Cuatro fracciones fueron obtenidas, rotuladas
como F1 a F4, correspondientes a diferentes composiciones de
hexano/acetato de etilo (1:9, 3:7, 6:4 y 8:2); para cada una se usaron
25 mL de fase movil. Todas las fracciones fueron concentradas en
rotavapor y liofilizadas evaluando su rendimiento; posteriormente
fueron reconstituidas en EtOH y se evalué su efecto contra la
oxidacion lipidica en CRC.

Oxidacion lipidica en CRC

El efecto protector contra la oxidacion lipidica o actividad
antioxidante (AA) del extracto crudo y las fracciones de epicarpio de
tomate de arbol fue evaluado en CRC y comparado frente al
antioxidante sintético TBHQ (19).

Preparacion de carne de res cocida y almacenamiento
La carne de res (CR) fue molida en licuadora a méaxima velocidad
usando ciclos cortos hasta obtener un paté homogéneo. Porciones de
20 + 0,01 g de paté fueron ubicadas en tubos Falcon ambar y se
llevaron a coccion en bafio de agua a 75 £ 1 °C, hasta alcanzar una
temperatura interna de 65 + 1 °C (aproximadamente 40 min),
obteniendo la CRC. El extracto crudo, las fracciones y el TBHQ
fueron adicionados de forma independiente a muestras de CRC hasta
alcanzar una concentracion final de 200 + 0,5 mg/kg (22).

Muestras control fueron preparadas de forma similar adicionando
10 + 0,1 pL de etanol sin antioxidantes. Un grupo de muestras de
CRC sin antioxidantes fue sometido a andlisis inmediato (dia cero),
mientras que las otras muestras adicionadas con el extracto,
fracciones y TBHQ fueron almacenadas a 4 °C por 9 dias. Cada
grupo de muestras (dia cero, control, adicionadas con extracto,
fracciones o TBHQ) involucré seis replicas. La oxidacion lipidica en
CRC fue determinada por cuantificacion de hidroperoxidos lipidicos
(HPL) y las especies reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS). Los
resultados son presentados como la diferencia en el contenido de HPL
y TBARS entre los dias 0 y 9, respectivamente.

Medicion de hidroperodxidos lipidicos

La formacion de HPL fue evaluada por el método de dienos
conjugados (23, 24). La CRC fue sometida a extraccion de los
hidroperdxidos empleando una mezcla de hexano:metanol (1:1); la
fraccion apolar fue concentrada en vacio y los HPL fueron disueltos
en isooctano. Posteriormente se midio la absorbancia de la disolucion
a 234 nm (VARIAN Cary® 50 UV-Vis, Palo Alto-CA, USA). La
concentracion de HPL fue calculada usando el coeficiente de
extincion molar de los hidroperoxidos del acido linoleico (§ = 26000
Mem™) (25); los resultados son expresados como mmol de HPL
por kilogramo de CRC (mmol HPL/kg).

Medicion de especies reactivas al acido tiobarbitarico

Las TBARS fueron medidas con base en reportes previos con ligeras
modificaciones (26-28). Se tomaron muestras de 500 mg de CRC en
tubos Falcon y se adicionaron sucesivamente:

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (2), 17-23.

50 pL de una disolucion de butilhidroxitolueno (23 mM), 1,5 +
0,1 mL de disolucion de acido tiobarbittirico (26 mM) y 10,0 mL de
acido tricloroacético (0,3 M en HCI 0,2 M). La mezcla se agitdé en
vortex por 30 s y se ubico en bailo de agua en ebullicion por 40 min,
después se detuvo la reaccion sumergiendo los tubos en un bafio de
hielo. Se tomaron 5,0 £ 0,1 mL de la suspensiéon resultante y se
mezcld con 5,0 £ 0,1 mL de cloroformo, se agité en vortex y se
centrifugd (Hettich® Universal 320/320R, Tuttlingen, Germany) a
5500 rpm por 20 min (3348 g). Se tomo la fase acuosa y se determind
su absorbancia a 532 nm (VARIAN Cary® 50 UV-Vis, Palo Alto-CA,
USA). Los resultados obtenidos son expresados en términos de mg de
malondialdehido (MDA) por kilogramo de CRC (mg MDA/Kg). Para
esto se prepard una curva de calibracion MDA (0,036 uM a 0,185
uM) obtenido por hidroélisis de 1,1,3,3-tetractoxipropano.

Andlisis de compuestos fendlicos

La fraccion que presentd la mayor AA en CRC fue sometida a analisis
por cromatografia liquida de alta eficiencia con deteccion por arreglo
de diodos (HPLC-DAD). Para esto se empled un cromatodgrafo
Agilent Technologies Serie 1200 (Palo Alto-CA, USA). La
separacion se realizé en una columna en fase reversa KINETEX C18
Phenomenex (100 mm x 4,6 mm x 2,6 um) mantenida a 35 °C. La
fase movil usada fue acido acético al 0,3% p/p (disolvente A) y
acetonitrilo (disolvente B) a un flujo constante de 1 mL/min. Durante
la separacion se empleé el siguiente gradiente de elucion: inicio con
95,5% de Ay 4,5% de B durante 13 min; luego la concentracién de B
fue incrementada hasta 15% en 1 min, manteniéndola constante por 3
min; después la concentracion de B fue incrementada hasta 22% a
una velocidad de 2,3%/min, manteniéndola constante por 8 min;
finalmente la concentracion de B fue llevada a 100% en 2 min. La
inyeccion de la muestra consistio en 10 pL de una disolucion de la
fraccion de 5000 ppm. Algunos compuestos fenolicos fueron
identificados por comparacion de sus espectros UV y sus tiempos de
retencion frente a compuestos puros (acidos fendlicos, catequinas y
flavonoides).

Analisis estadisticos

Los ensayos de AA fueron realizados bajo un disefio experimental
completamente aleatorio, los resultados son presentados como la
media y su desviacion estandar, obtenidos a partir de seis
repeticiones. Un analisis de varianzas (ANOVA) de una via (95% de
confianza) fue realizado con el objetivo de evidenciar diferencias
significativas en la AA del extracto, las fracciones y el TBHQ. Todos
los analisis fueron ejecutados empleando el software R (Version
2.13.0).

Resultados y discusion

Trabajos previos realizados en nuestro grupo de investigacion
abordaron la obtencion de extractos con AA a partir de epicarpio de
tomate de arbol empleando EFS. Los resultados obtenidos
proporcionaron la condicion de extraccion mas adecuada para obtener
un extracto con alta AA en CRC (CO, a 30 MPa, 50 °C y 2% de
EtOH como cosolvente) (/9). Dicho extracto fue sometido a
fraccionamiento con el fin de separar algunos de los compuestos
responsables de la AA observada, al mismo tiempo se busco mejorar
el efecto protector sobre la CRC por medio de uso de las fracciones.
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Se obtuvieron cuatro fracciones (F1 a F4), la mas abundante fue
F1 con un 69% en peso relativo al extracto, seguida por F2 con
12,5%, F3 con 8,5% y F4 con 7%, el 3% del extracto fue perdido por
adhesion a la columna. Todas las fracciones fueron adicionadas de
forma independiente a CRC y su AA fue evaluada.

Oxidacion lipidica en carne de res cocida

La eficiencia de las fracciones para retrasar la oxidacion lipidica en
CRC o AA fue evaluada y comparada contra el TBHQ y el extracto
crudo, las concentraciones de HPL y TBARS presentes en las
muestras de CRC tratadas son presentadas en la Figura 1.

La mayor AA fue presentada por F4 que inhibio la formacion de
HPL en CRC en un 100% respecto al CONTROL. La muestra de
CRC, adicionada con dicha fraccion, no presentd diferencias
significativas (siglas ND en la Figura 1a) en la concentracion de HPL
entre los dias cero y nueve de almacenamiento. Un resultado similar
fue observado para las TBARS (Figura 1b): F4 minimizé su
formacion en un 98,5% en comparacion al CONTROL (0,02 mg
MDA/kg respecto a 1,34 mg MDA/kg). La F3 también presenté una
buena AA, pues redujo la formacion de HPL y TBARS en 88,5 y
91,0%, respectivamente. Por su parte las fracciones F1 y F2 no
mostraron una AA importante, por el contrario, ejercieron un efecto
prooxidante sobre la formacién de TBARS en CRC.
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Figura 1. Concentracion de hidroperdxidos lipidicos (a) y especies reactivas al acido tiobarbitdrico (b) presentes en las muestras de came de res cocida tratadas con el extracto crudo, las fracciones (F1 a
F4)y el antioxidante TBHQ. ND: no existen diferencias en la concentracion entre los dias cero y nueve de almacenamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)
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Al comparar la AA de F4 frente a la observada en el extracto
crudo se evidencia que dicha fraccidn posee una mayor eficiencia
para atenuar la formacién de TBARS en CRC. F4 mostr6 una
habilidad seis veces mayor para reducir la formacion de TBARS
respecto a la presentada por el extracto crudo (0,020 mg MDA/kg en
la muestra de CRC adicionada con F4 respecto a 0,120 mg MDA/kg
en la muestra de CRC adicionada con el extracto crudo). Esto muestra
que el fraccionamiento del extracto fue un proceso eficiente ya que
permitié separar en una fraccion (F4) algunos de los compuestos con
mayor AA presentes en el extracto crudo.

El antioxidante sintético TBHQ mostré una AA inferior a la
observada en el extracto crudo, F3 y F4, esto sugiere que dichos
productos obtenidos a partir del epicarpio de tomate de arbol podrian
ser empleados en la conservacion de productos carnicos en reemplazo
del TBHQ, obteniendo una alta proteccion frente a la oxidacion
lipidica y reduciendo los riesgos asociados a la presencia de
sustancias de origen sintético.

Teniendo en cuenta los resultados observados en la evaluacion
de la AA de las diferentes fracciones, la F4 fue sometida a analisis por
HPLC-DAD con el propdsito deidentificar algunos compuestos
fendlicos responsables del efecto protector observado.

Identificacion de compuestos fendlicos

La fraccion F4 fue sometida a analisis por HPLC-DAD; en la Figura
2 se presentan el cromatograma obtenido a 245 nm. La comparacion
de los tiempos de retencion y espectros UV-Vis de los compuestos
separados a partir de F4 contra compuestos puros permiti6 identificar
cuatro compuestos en F4: epigalocatequina (EGC, pico 1),
epicatequina (EC, pico 2), galato de epigalocatequina (GEGC, pico 3)
y acido rosmarinico (AR, pico 4). De los compuestos identificados, el
AR ha sido previamente reportado en pulpa de tomate de arbol
ecotipo amarillo (29), sin embargo, no se encontraron reportes sobre
la identificacion de los demas compuestos en el fruto.

La AA del AR en CRC ha sido previamente reportada en la
literatura (30); la adicion de 500 ppm de AR en forma de rosmarinato
inhibi6 totalmente la formacion de TBARS en CRC durante su
almacenamiento a 4 °C por 14 dias.

mAU
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Respecto a EGC, EC y GEGC, actualmente no existen reportes
en la literatura relacionados con la AA en CRC o matrices similares
(carnes cocidas). Sin embargo, la AA de dichos compuestos ha sido
evaluada en matrices menos complejas como emulsiones agua/aceite
observandose una reduccion de la formacion de HPL y TBARS
mayores a 50%, relativo al control (31, 32). Estos resultados
muestran que los compuestos fendlicos identificados en F4 presentan
un buen comportamiento como agentes protectores contra la
oxidacion lipidica, lo que permite considerar que su aporte a la AA en
CRC observada para F4 debe ser significativo.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el
epicarpio de tomate de arbol es un residuo agroindustrial altamente
promisorio para la obtencién de antioxidantes con gran eficiencia
para retardar la oxidacion lipidica en alimentos como CRC. Teniendo
en cuenta esto, el epicarpio de tomate de arbol se presenta como una
fuente de extractos, fracciones o compuestos con potencial aplicacion
en la conservacion de productos carnicos similares. Esta alternativa
de aprovechamiento podria beneficiar la cadena productiva del fruto,
al proporcionarle un valor agregado generado por la comercializacion
de los extractos o fracciones del epicarpio. Las industrias
procesadoras de tomate de arbol también podrian verse beneficiadas
al comercializar el residuo, obteniendo asi un ingreso adicional. Por
su parte, la industria procesadora de carne dispondria de un aditivo
alternativo para conservar sus productos, el cual remplazaria los
actuales, incrementaria la vida 1util de sus productos y les
proporcionaria un caracter funcional.

Cuatro fracciones fueron obtenidas, de estas la de mayor
polaridad, F4, mostré una eficiencia para inhibir la formacion de HPL
y TBARS en CRC muy cercana al 100%. En comparacion con el
extracto crudo y el antioxidante sintético TBHQ, F4 present6 una AA
notablemente superior. Finalmente, tres catequinas y un acido
fenodlico fueron identificados en F4, estos compuestos probablemente
aportaron de forma significativa a la AA observada.

W

-10 0 2,5 5 7,5 10 12,5

-25

5 17,5 20 22,5 25 27,5 30

Retention time (min)

Figura 2. Cromatograma obtenido en el analisis por CLAE-DAD de F4 a 245 nm
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Desarrollo y validacion de
un método multiresiduo
para el analisis de
plaguicidas en miel por
UFLC-MS

Development and
validation of a
multiresidue method for
pesticide analysis in
honey by UFLC-MS

Desenvolvimento e
validacao de um método
de residuos multiplos para
o analise de agrotoxicos
em mel por UFLC-MS

Resumen

Abstract

Resumo

Se  desarrolld6 un método para la
determinacion de residuos de plaguicidas en
miel de abejas mediante cromatografia liquida
ultra rapida acoplada a espectrometria de
masas(cuadruplo sencillo). Se parti6 del
método QUEChERS, evaluando las siguientes
variables: (i) cantidad de muestra, (ii) tipo de
sal para el control de pH, (iii) valor de pH del
buffer y (iv) mezclas de limpieza.
Adicionalmente y con el proposito de
demostrar la confiabilidad del método, se
evaluaron diferentes parametros como
exactitud, limites de  deteccion y
cuantificacion, linealidad y selectividad. Los
resultados mostraron que, mediante las
modificaciones realizadas, se logré obtener un
método mas selectivo y se mejoro la exactitud
de 19 plaguicidas respecto al método
QuEChERS original. Por otro lado, mediante
el proceso de validacion, se encontrd que el
método es apto para el analisis de 50
plaguicidas (de 56 que se emplearon). Se
obtuvieron porcentajes de recuperacion entre
el 70 y 120% y coeficientes de variacion
inferiores al 15%

A method for the determination of pesticide
residues in honey by ultra fast liquid
chromatography ~ coupled  with  mass
spectrometry was developed. For this purpose,
different variations of the QuECHERS
method were performed: (i) amount of
sample, (ii) type of salt to control pH, (iii)
buffer pH, and (iv) different mixtures for
cleaning-up. In addition, to demonstrate that
the method is reliable, different validation
parameters were studied: accuracy, limits of
detection and quantification, linearity, and
selectivity. The results showed that by means
of the changes introduced it was possible to
get a more selective method that improves the
accuracy of about 19 pesticides selected from
the original method. It was found that the
method is suitable for the analysis of 50
pesticides, out of 56. Furthermore, with the
developed method recoveries between 70 and
120% and relative standard deviation below
15% were found.

Foi desenvolvidlo um método para a
determinacdo de residuos de pesticidas no mel
por cromatografia  liquida  ultrarrapida
acoplada a espectrometria de massa. Para este
efeito, foram realizadas diferentes variagGes
do método QuEChERS: (i) quantidade de
amostra, (ii) tipo de sal para o controle do pH,
(iii) valor do pH do tampao, (iv) diferentes
misturas de limpeza. Além disso, a fim de
demonstrar que o método ¢é confiavel,
diferentes parametros foram validados como:
precisdo, limite de detec¢do e quantificag@o,
linearidade e seletividade. Os resultados
mostraram que, por meio das modificagdes ¢é
possivel obter um método mais seletivo que
melhora a precisdo de cerca de 19 pesticidas
selecionados, respeito ao método original.
Adicionalmente, foi determinado que a
valida¢do do método estabeleceu que este ¢é
adequado para a analise de 50 pesticidas (56
foram utilizados). Foram obtidos percentagens
de recuperacdo entre 70 e 120% e coeficientes
de variagdo menores ao 15%.

Palabras clave: plaguicidas, QUEChERS,
miel, validacion.

&)

Keywords: pesticides, QUEChERS, honey,
validation.

Palavras-Chave: pesticidas, QUEChERS, mel,
validacao
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Desarrollo y validaciéon de un método multiresiduo para el analisis de plaguicidas en miel por UFLC-MS

Introduccion

El sector apicola esta relacionado con el desarrollo natural de los
ecosistemas y con el avance econémico a nivel agricola y pecuario,
puesto que tiene funcion protagoénica en la polinizacién y, por tanto,
en la sustentabilidad de la produccién agricola. Del mismo modo, es
importante por el valor nutricional de sus productos. Dada su
importancia para la agricultura, su desarrollo es imprescindible para
alcanzar la seguridad y soberania alimentaria que requiere el pais
(produccion de alimentos, cantidad, calidad, inocuidad, trazabilidad
y sostenibilidad), pues a medida que se incrementa el desarrollo
apicola, se aporta mayor beneficio ambiental, econémico y social
para todo el sector agricola. Pese a su importancia, la apicultura
enfrenta importantes retos productivos causados, principalmente, por
el efecto antropico en los ecosistemas y el cambio climatico (7).

Siguiendo con la importancia de la apicultura, gracias a la
polinizacion entomofila se mantiene aproximadamente un tercio de
los cultivos y la mayor parte de la flora silvestre (2). Se calcula que
en los ultimos afios la polinizacion ha representado un beneficio
econdomico global alrededor de los 265 mil millones de euros,
correspondientes al precio de las cosechas que dependen de la
polinizacion natural; se estima que sin esta herramienta se bajaria la
productividad agricola hasta en un 75% (2).

Asi bien, para efectuar el proceso de polinizacion, entre 10000 y
25000 abejas obreras realizan en promedio diez viajes por dia, para
lo cual exploran aproximadamente un radio de 3 km en los
alrededores de su habitat (3,4). Durante este proceso,
microorganismos, sustancias quimicas y particulas en el aire entran
en contacto con ellas (5). Por lo anterior, las abejas y los productos
de la colmena sirven como bioindicadores para el monitoreo de
plagas, contaminacion de origen industrial o urbano y/o practicas
agricolas que puedan ser perjudiciales (6).

Entre dichas practicas agricolas se encuentra el control quimico
de plagas, de mayor impacto para el ecosistema, pues trac como
principal consecuencia un aumento en la frecuencia y dosis de
exposicion a pesticidas por parte de las abejas. Por lo anterior, la
actual regulacion para plaguicidas quimicos no solo esta orientada a
la proteccion del consumidor, sino que también busca la proteccion
de las abejas como principales polinizadores en la naturaleza (2).

Ahora bien, el analisis de residuos contaminantes organicos en
productos apicolas se realiza mediante dos tipos de métodos: los
presuntivos y los de confirmacion. En el primer grupo se encuentran
los inmunoensayos y los métodos microbioldgicos. En el segundo los
métodos de confirmacion que, segin el Codex Alimentarius, se basan
en técnicas instrumentales avanzadas como la electroforesis capilar y
la cromatografia liquida de alta eficiencia acopladas a espectrometria
de masas (HPLC-MS) (7, 8) Diferentes entes de control como la
Administracion de medicamentos y alimentos (FDA, por sus siglas
en inglés) y la Union Europea han establecido la necesidad de contar
con métodos que permitan realizar la cuantificacion y confirmacion
de los residuos (7, 8, 21, 22), por lo cual los métodos instrumentales
tienen mayor ventaja en este caso (9-11).
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En el analisis de muestras de miel, debido a la complejidad de la
matriz y a que es necesario realizar exhaustivos procesos de
limpieza, se han reportado diversos métodos, entre ellos el
QuEChERS modificado (/2). Aunque este método resulta ser una
excelente alternativa cuando se dispone de analizadores de masas en
tandem, al emplear detectores convencionales como fluorescencia,
nitrégeno-fosforo, captura de electrones o inclusive un
espectrometrometro de masas con un cuadrupolo sencillo, la
cantidad de interferentes limita el uso del método en un nimero
elevado de compuestos o impide la obtencion de limites de
cuantificacion acordes con la legislacion (13, 14).

En este sentido, este trabajo tuvo como objetivo desarrollar un
método para la determinacion de 56 plaguicidas de diferentes
familias quimicas en muestras de miel, mediante el empleo de UFLC
(cromatodgrafo liquido ultra rapido por sus siglas eninglés) acoplado
a un analizador de masas de cuadrupolo simple. De igual modo, se
buscoé demostrar la aptitud del método mediante una validacion de
nivel 2 (15).

Materiales y métodos

Materiales, reactivos y soluciones

Se trabajo con estandares de plaguicidas de pureza mayor al 95%,
provenientes de las casas comerciales Dr Ehrenstorfer y
Chemservice. Las soluciones madre fueron preparadas en
concentraciones cercanas a 500 pg/mL en acetonitrilo o metanol y
almacenadas en frascos ambar a -20 °C. Los solventes empleados en
este estudio fueron J.T. Baker grado HPLC. Para los ensayos de
extraccion se utilizaron sales de QUEChERS Restek Q-Sep TM y
para la limpieza de los extractos se emplearon los adsorbentes Restek
dSPE Q-Sep TM. Los detalles de preparacion mezclas y del estandar
interno se encuentran en trabajos previos (16, 17).

Mieles de partida

Se emplearon cuatro mieles obtenidas de apiarios experimentales y
mieles comerciales provenientes del altiplano cundiboyacense y del
departamento del Meta en Colombia. Todo el material fue analizado
antes y durante todo el proceso de desarrollo del método analitico,
con el proposito de asegurar que no se tuviera presencia de ninguno
de los plaguicidas estudiados, asi como de controlar los procesos de
contaminacion cruzada.

Método de extraccion de partida

Se partiéo del método QUEChERS para mieles (/8). En un tubo de
centrifuga se pesaron 5 g de muestra, se adicioné TPP (fosfato de
trifenilo) y la mezcla de plaguicidas (concentraciones entre 0,1 y 5
pg/mL). Se dejé en reposo por 15 min y, transcurrido ese tiempo, se
adicionaron 10 mL de agua y 10 mL de acetonitrilo; se agit6 de
manera manual por 1 min y, posteriormente, se adicionaron 4 g de
MgSO, anhidro y 1 g de AcONa; nuevamente se agité manualmente
por 1 min. Después, se centrifugd a 6000 rpm por 5 min y se
tomaron 10 mL del sobrenadante, que se transfirio a un tubo de
centrifuga de 15 mL
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Para el proceso de limpieza, por cada mililitro de extracto se
adicionaron 25 mg de amina primaria/secundaria (PSA, por sus
siglas en inglés) y 150 mg de MgSO, anhidro, se agit6 manualmente
por 30 s y se centrifugd por 2 min a 6000 rpm. Se tomaron 5 mL de
extracto y se concentraron con un flujo de nitrogéno hasta llevar a
casi sequedad, posteriormente se adicionaron 20 pL del EI y se
reconstituy6 con 1 mL de una mezcla Agua-ACN (7:3). Finalmente,
el sobrenadante se filtré a través de una membrana de 0,22 um de
PTFE y se transfirid a un vial de cromatografia (/9). Durante el
desarrollo del método, en todos los experimentos se realizd un
minimo de cinco réplicas.

Estudio de los adsorbentes

Una vez establecidas las mejores condiciones en la etapa de
extraccion de los compuestos, con el propdsito de mejorar la
selectividad del método, se procedid a estudiar el empleo de
diferentes adsorbentes para la limpieza de los extractos. De acuerdo
a la composiciéon quimica de las mieles, se considera que los
principales compuestos que interfieren en el proceso de deteccion de
los plaguicidas pueden ser vitaminas, fenoles, pigmentos,
aminodcidos, acidos organicos e inclusive azucares (28). La
reduccion de la presencia de acidos, aminoacidos y azlcares, como
se menciond en la seccion experimental, se realiz6 a través del
empleo de PSA y sulfato de magnesio. De esta manera, para mejorar
el proceso de limpieza se adicionaron otros adsorbentes:
octadecilsilano (C18; 20 mg por cada mL de extracto) y carbon
negro grafitizado (CNG; 20 mg por cada mL).

Calibracion analitica y analisis de datos

Se realizd un proceso de evaluacion de efecto matriz previo a la
cuantificacion de cada analito. Se encontraron porcentajes de efecto
matriz entre 69% y 130%, resultados que concuerdan con estudios
previos (17, 20). Por lo anterior se realizaron también diferentes
niveles de calibraciéon en blancos de matriz. Para el caso de los
ensayos de recuperacion, se cuantific6 con un solo punto de
calibracion, de acuerdo a las recomendaciones del documento
SANTE (20). Para la evaluacion de la linealidad del sistema, se
preparon las curvas de calibracion que estaban compuestas por seis
puntos de calibracién en blanco de matriz, cada uno de ellos se
inyectd cuatro veces en el sistema analitico; los puntos se
distribuyeron equidistantemente. Todos los analisis estadisticos se
realizaron a través del paquete estadistico R Commander a un nivel
de confianza del 95% (22).

Validacion del sistema de medicion.

Con el fin de demostrar que el sistema de mediciéon funcionaba
adecuadamente, se realizé una validacion de nivel 2, consistente en
evaluar: selectividad, exactitud, linealidad, limites de deteccion y
limites de cuantificacion.

Por otro lado, para la evaluacion de la exactitud del método,
como recuperacion y precision en condiciones de repetibilidad y de
precision intermedia, se fortificaron muestras de miel a tres niveles
de concentracion. El primer nivel (LC) correspondia al limite
maximo de residuos, una concentracion inferior a este o en su
defecto concentraciones cercanas a 10 pg/kg. El segundo y tercer
nivel de fortificacion correspondieron a 2 y 5 veces el primer nivel
(LO).

Instrumentos y equipos

Condiciones cromatograficas

El analisis cromatografico fue llevado a cabo en un UFLC Shimadzu
Prominence (Maryland, CA, EUA), acoplado a un detector selectivo
de masas LCMS-2020. Los analisis fueron llevados a cabo en una
columna Shim Pack (6 cm X 2 mm d.i., tamafio de particula de 2,1
um y fase estacionaria C18); se trabajo en modo de gradiente con
acido formico al 0,1% (p/v) y acetato de amonio 5 mM en agua
Milli-Q (A); la fase organica empleada fue acetonitrilo (B). El
programa de elucion utilizado, expresado como porcentaje de B,
inicia a 0% (0 min) aumenta a 20% en 0,01 min, se mantiene por 0,3
min, posteriormente llega hasta 55% en 8,5 min y luego aumenta
hasta el 100% en los siguientes 1,5 min. Finalmente, se mantiene por
1,5 min (/7). El volumen de inyeccion fue 5 pL, la temperatura de
columna 40 °C y el flujo de fase movil 0,3 mL/min.

Condiciones de la interfaz y espectrémetro de masas

Con el propodsito de obtener una mejor sensibilidad para la
identificacion y cuantificacion de los 56 plaguicidas en estudio, se
trabajo con dos métodos de adquisicion independientes: un estandar
interno (TBP) y un estandar subrogado (TPP) Aunque las
condiciones cromatograficas fueron las mismas, las condiciones de
la interfaz y del espectrometro variaron. En este sentido, el equipo
oper6 en modo electrospray, con un flujo de gas de secado de 10 L/
min y un flujo de gas nebulizador de 1,5 L/min; las temperaturas del
bloque de calentamiento y de la linea de eliminacion del solvente
correspondieron a 200 °C y 250 °C y a 210 °C y 250 °C para el
primer (Grupo 1 de compuestos) y segundo método de adquisicion
(Grupo 2 de compuestos), respectivamente (16, 17).

Los analisis fueron llevados de manera simultanea en modo
positivo y negativo, el voltaje aplicado en el capilar correspondié a
4500 V y -4500 V respectivamente. Todos los andlisis fueron
realizados en modo SIM. La Tabla 1 muestra los iones seleccionados
para la cuantificacion y el tiempo de retencion de cada compuesto:
las tres primeras columnas muestran las condiciones para el método
de adquisicion 1, mientras que las tres ultimas columnas son para el
método de adquisicion 2. Estos compuestos fueron seleccionados
acorde con la legislacion nacional e internacional (23), el nivel de
afectacion a las abejas, su uso en Colombia, sensibilidad en el
instrumento y la disponibilidad del material de referencia para la
calibracion del instrumento.
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Tabla 1. lones de cuantificacion (T) para los compuestos estudiados y tiempos de retencion para los dos métodos de adquisicion empleados

METODO 1 METODO 2

Compuesto Ei::;m IonT (m/z) | Compuesto Eﬁ:‘g;’" Ton T (m/z)
Acefato 2,56 201 Metamidofos 2,54 142
Monocrotofos 2,78 241 propamocarb 2,63 189
Oxamil 291 237 Tiociclam 2,68 182
Metomil 3,06 163 Linuron 2,70 -247
Carbendazim 3,15 192 Nitenpiram 2,79 271
Imidacloprid 3,52 -254 thiametoxan 2,99 292
Dimetoato 3,63 230 dazomet 3,03 163
Tiabendazol 3,24 202 mevinphos 3,17 225
Cimoxanil 3,86 -197 3-OH carbofuran 3,17 255
Tiodicarb 4,83 355 Acetamiprid 3,30 223
Carbofuran 4,81 222 Tiaclorprid 3,71 -297
Atrazina 5,19 216 Dinotefuran 2,70 203
Metalaxyl 5,34 280 Simazina 4,08 202
Pirimicarb 4,81 239 Carbaryl 4,57 219
Imazalil 4,66 297 Isoprocarb 5,90 235
3.,4-dicloropropilanlilida 5,89 -216 Ametrina 6,17 269
Pirimetanil 6,03 200 Tridemoprh 6,62 298
Dimetomorf 5,93 390 Epoxiconazole 6,70 330
Azosxistrobin 6,49 404 Fenexhamid 7,81 -300
Tebuconazol 6,79 308 Etoprofos 7,81 284
Metoxyfenozida 6,86 369 Flusilazole 7,94 357
Hexaconazol 7,00 -358 Penconazol 8,07 325
Espinosad A 6,33 733 Piraclistrobin 9,80 388
Benalaxil 7,73 326 Trifloxistribina 9,17 409
Difenoconazol 7,69 408 Lufenuron 9,41 -509
Azinfos Metil 7,78 368 Buprofezin 9,91 306
Espinosad D 6,49 747 Clorfenaprid 7,74 -349
Indoxacarb 8,27 528 Temefos 9,66 467

NOTA: los signos negativos en los iones representan que se realizd la deteccion en modo negativo

Resultados y discusion

Estudio de la relacion cantidad de muestra/solvente
de extraccion

Con el proposito de obtener limites de cuantificacion acordes con la
legislacion existente para mieles (23), se partio del método europeo
(citratos) y se realizaron ensayos en los que se incrementd la
cantidad de muestra desde 3 g hasta 10 g y otros en los que se
disminuyo la cantidad de solvente de 10 mL a 5 mL.
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Se encontr6 que los porcentajes de recuperacion de varios
compuestos como el metalaxil, acefato, oxamilo, entre otros,
disminuyeron notablemente. Asimismo, la cantidad de interferencias
que se obtuvieron al incrementar la relacion muestra/solvente de
extraccion impidio la deteccion adecuada de varios compuestos. En
este sentido, como parte del desarrollo del método y en vista de los
resultados obtenidos en esta primera etapa se decidi6 trabajar con 5 g
de muestra y 10 mL de solvente organico e incluir una etapa de
concentracion de la muestra.
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Seleccion del sistema de amortiguacion de pH

Debido a que el método QuEChERS presenta dos versiones,
reconocidas como métodos oficiales para el analisis de residuos de
plaguicidas, se evaluaron las dos con el propdsito de determinar cual
es la més adecuada. La primera corresponde al método AOAC
2007.01 (19) (Método A), en la que se usa acetato de sodio para
realizar el control de pH en el proceso de extraccion. La segunda
version del método considera el uso de sales de citrato y corresponde
a la version europea del método EN 15662 (26), (método B).

Los resultados mostraron que, mediante el método A, 14
compuestos presentaron interferencias que impidieron realizar la
integracion de las sefiales cromatograficas; para el método B se
presentaron 13 interferencias. Lo anterior supone que, debido a una
baja selectividad de los métodos, no es posible la cuantificacion de
cerca del 24% de los compuestos bajo estudio. La Figura 1 muestra
los compuestos que presentaron interferencias y una recuperacion
inferior al 70% en al menos uno de los métodos. Por otro lado, los
compuestos restantes presentaron recuperaciones entre el 70% y el
120%, recuperacion que se considera aceptable para este tipo de
determinaciones (21).

Se realiz6 un analisis de varianza con el propdsito de evaluar si
existen diferencias significativas (o = 0,05) entre las medias de los
porcentajes de recuperacion. Los resultados no fueron del todo
concluyentes, pues para la mayoria de los casos no se presentaron
diferencias significativas entre los sistemas evaluados. Sin embargo,
al comparar con los criterios de la Unidon Europea, se encuentra que
si se observan diferencias, por ejemplo, para dinotefuran se encontrd
una probabilidad de aceptar Hy mayor a 0,05. No hay diferencias
significativas, pero en la Figura 1 se encuentra que, con el método B,
este compuesto cumple con lo establecido por la Union Europea. Por
este motivo, los analisis estadisticos se omitieron en este estudio y
todos los resultados y discusion se centran en lo establecido en los
criterios de la Union Europea para este tipo de métodos analiticos.

Como se observa en la Figura 1, existen casos criticos en los
que la recuperacion se encuentra por debajo del 50%, por ejemplo
espinosad (A y D) y carbendazim; los demas compuestos presentan
valores de recuperacion muy cercanos al 70 %. Por otro lado, en la
evaluacion de las precisiones de cada uno de los métodos, se
encontrd que mediante el método A, se presentaron coeficientes de
variacion superiores al 15% en 11 casos, mientras que para el método
B se encontraron 8 casos.
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Figura 1. Comparacion de los porcentajes de recuperacion al emplear acetato o citrato como sal de control de pH
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El método B mostré una mejor exactitud, reflejada en mejor
selectividad, mayor numero de compuestos con recuperacion
aceptable y menor dispersion en los resultados.

Los resultados indicaron que, para el caso de los plaguicidas
estudiados y la matriz de interés, resulta mas conveniente realizar la
extraccion con las sales de citrato, es decir empleando el método B.
Sin embargo, es de resaltar que la version europea del método,
ademas de las sales de citrato, incluye NaCl, lo cual incrementa la
fuerza idnica y, por consiguiente, mejora la transferencia de los
analitos a la fase organica. Por lo anterior, se decidid trabajar con
este sistema amortiguador de pH.

Adicion de las sales

El método original indica que las sales de citrato, el NaCl y el
MgSOy, se adicionan una vez se agrega el agua a la miel y se
homogeniza esta mezcla. Durante este proceso, se observd que las
sales se aglomeraban y su dispersion a través de la mezcla de
extraccion (miel-agua-acetonitrilo) no era sencilla de realizar.
Adicionalmente, hubo un calentamiento significativo, debido a la
hidratacion del MgSQy, por lo cual se decidié disolver las sales de
citrato y NaCl para realizar su adicion junto con el agua. Entonces,
en lugar de adicionar sélo agua para el proceso de homogenizacién
de la sal, se adicionaron 10 mL de una solucién amortiguadora de
citratos (pH = 6,8), la cual tenia la cantidad de sales equivalente al
método QUEChERS, a excepcion del MgSQOy.

Posterior a esta adicion, se realizé una homogenizacion de la
mezcla, se adiciond el acetonitrilo y se realizd la extracciéon con
agitacion por 10 min en un vortex, luego se destapo el tubo y se
realizo la adicion del MgSQy; se agitd manualmente. Algunos de los
resultados obtenidos a través de estas modificaciones se presentan en
la Figura 2. Se encontré que las modificaciones realizadas al método
mejoran los resultados en la exactitud del método de manera notable.

La Figura 2 muestra que, para 8 de los 12 compuestos que no se
recuperaron con el método tradicional, se obtuvieron porcentajes
superiores al 70%, lo cual indica que el sesgo del método disminuy?.
Sin embargo, de acuerdo a estos resultados, carbendazim, tiodicarb,
dazomet y espinosad (A y D) siguen presentando porcentajes de
recuperacion bajos.

La mejora en la recuperacion se atribuye a varios factores: por
un lado, el proceso de extraccion se realizd sin la presencia del
MgSO, en la mezcla de la miel, puesto que este se adiciona hasta el
final de este proceso; adicionalmente, al realizar la extraccion con
solo la disolucién amortiguadora y el acetonitrilo, se obtiene un
sistema mas homogéneo (no hay aglomeraciones) y no se dan
procesos de calentamiento por la adicion del MgSO,4 en el momento
de la extraccion. Por otro lado, posiblemente se tenga un mejor
control del pH al adicionar la disolucion amortiguadora, de lo
contrario, solo hasta que se disolviera la totalidad de las sales de
citrato en la mezcla, se lograria el control del pH debido a la
viscosidad de la miel.

Sumado a lo anterior, cuando se realiza la adicion del MgSO4 a
la mezcla (al final de la extraccion), el calor liberado parece disiparse
mas rapidamente pues, si bien se forma la aglomeracion del método
original, esta es mas facil y rapida de disolver a través de la agitacion
manual. Se cree que el uso del vortex también contribuye al aumento
de los porcentajes de recuperacion pues facilita la transferencia de
masa del analito hacia la fase organica y se aplica durante un mayor
tiempo, lo que garantiza que exista un equilibrio mayor. Finalmente,
las modificaciones realizadas al método no redujeron la cantidad de
compuestos con interferencias, es decir, con este método se obtuvo el
mismo niimero de compuestos que no se pudieron determinar debido
a problemas de selectividad. Incluso, en los perfiles cromatograficos
obtenidos para los blancos con el uso de este método, se observo una
mayor cantidad de ruido en comparacion con el método original. Lo
anterior es atribuido a las modificaciones realizadas, pues junto con
los analitos existe una mayor cantidad de compuestos de la matriz
que se coextraen.
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Figura 2. Comparacion del modo de adicion de las sales de citrato para el control del pH en la extraccion de plaguicidas en miel
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pH de disolucion amortiguadora

En diferentes trabajos se encuentran estudios relacionados con la
influencia del pH sobre la recuperacion de algunos compuestos (26,
27). Sin embargo, en todos los estudios se menciona el término pH
aparente, pues esta magnitud es medida en acetonitrilo y no en una
solucion acuosa. En este sentido y acorde con la instrumentacion y
materiales de referencia con los que se cuenta para la calibracion de
los instrumentos de pH, se optd por evaluar la influencia del pH de la
disolucion de amortiguacion sobre la exactitud de los analitos. Para
ello se ajustaron las disoluciones con acido formico a 4 diferentes
valores de pH; la Figura 3 muestra un resumen de los resultados
obtenidos. Alli se presenta el promedio de recuperacion de todos los
compuestos, el nimero de compuestos que tienen porcentajes de
recuperacion inferiores a 70% y el nimero de compuestos para los
que el método no es preciso, es decir, porcentajes de coeficiente de
variacion superiores al 15%.

La Figura 3 muestra que al comparar los tres valores mas altos
de pH, se encuentra que estos no varian de manera considerable,
igual que el nimero de compuestos con recuperaciones bajas o
dispersiones altas. Sin embargo, para los dos valores de pH mas
bajos se observa que, tanto la recuperaciéon como la precision del
método, es incrementada, pues tienen solo 6 y 2 compuestos con %
CV mayores al 15%; para el valor de pH mas bajo se tienen solo 3
compuestos con recuperaciones inferiores al 70%.

El incremento de la precision y de la recuperacion de los
compuestos a pH bajos, se atribuye a una mayor estabilidad de los
compuestos a estos valores de pH (25). En diferentes reportes se
encuentra que el valor de “pH aparente” (en acetonitrilo), donde la
extraccion de los plaguicidas fue mas eficiente, se encuentra entre
5,5y 5,8. Esto indica que, posiblemente, el resultado de la mezcla de
la miel con las disoluciones amortiguadoras de valores de pH mas
bajos (5 y 5,5) proporcionan valores de pH en el sistema de
extraccion (miel + disolucion) similar a este valor de pH aparente,
reportado en otros estudios (19).

OPromedio %R ®Numero de compuestos con %R < 70%

La estabilidad de los compuestos no solo puede originar errores
sistematicos (como menores porcentajes de recuperacion), sino
también puede originar errores aleatorios: pequefios cambios en otras
magnitudes de influencia como la temperatura o el tiempo de
extraccion suponen un aumento de estos errores. En este sentido, el
mejor promedio en los porcentajes de recuperacion de los
compuestos se logra con el pH mas bajo, valor al que la mayoria de
los compuestos presentan los menores errores sistematicos.

Sin embargo, en este valor de pH, cualquier minimo cambio en
otra variable de influencia genera un aumento en los errores
aleatorios, por lo cual se presentan mayores coeficientes de variacion
que para el valor de pH de 5,5. De esta manera, al realizar la
extraccion a un pH de 5,5 se tiene un punto de equilibrio entre el
control del error sistematico y el error aleatorio, pues, como se puede
observar en la Figura 3, es donde se tiene una mejor exactitud. Por lo
tanto, a partir de este ensayo se concluye que, dentro de los valores
de pH evaluados, la mejor condicion corresponde a 5,5.

Finalmente, los compuestos que presentaron porcentajes de
recuperacion menores al 70% a pH 5 correspondieron a los isdbmeros
del espinosad y carbendazim. Para el caso de los primeros no fue
posible encontrar los valores de pKa, por lo cual se cree que estos
compuestos sufren algin tipo de hidrélisis o descomposicion que
impide una adecuada extraccion. Para el caso del carbendazim, el
pKa es 4,48, por tanto, es posible que al encontrarse la molécula
ionizada la extraccion por parte de un solvente organico no sea
eficiente (/9).

Adsorbentes de limpieza

La Tabla 2 muestra un resumen de los resultados obtenidos a través
del uso de diferentes sistemas de limpieza. Es de aclarar que para
este estudio se partid de blancos de miel, se obtuvieron extractos
libres de plaguicidas, se mezclaron y fueron fortificados antes del
proceso de limpieza, lo cual buscaba reducir la variaciéon producida
por el proceso de extraccion (29).

Numero de compuestos con %CV> 15%
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Figura 3. Porcentajes de recuperacion promedio (%R), nimero de compuestos con %R inferiores a 70% y con coeficientes de variacion (%CV) mayores al 15% para los diferentes valores de pH
evaluados
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Tabla 2. Porcentajes de recuperacion obtenidos en la evaluacion de diferentes sistemas de
limpieza

Promedio % de recuperacion

Nombre del compuesto | pgaA PSA +|PSA +|PSA + CI8
CNG | CI8 + CNG

Metamidofos I I 87,6 80,2
Propamocarb I I 93,5 90,2
Linuron I I 100,9 96,8
Nitempiram I 1 100,3 95,3
3,4-dicloropropinalidina | I I 97,3 99,2
Etoprofos I I 98,2 90,2
Piraclistrobin I 944 97,4 92,3
Trifloxtribina I I 100,3 98,3
Lufenuron I 94,0 103.4 92,7
Tiociclam I I I I
Atrazina I 1 100,1 91,2
Clorfenapryd I I 96,8 92,9
Azinfos metil I I I I

I: Compuesto con interferencia que no permitio determinar el porcentaje de recuperacion

La Tabla 2 evidencia que el empleo de otro tipo de adsorbentes
mejora la selectividad de los compuestos, pues se observa un
descenso en el nimero de compuestos con interferentes, respecto a la
limpieza Unicamente con PSA para cualquiera de los sistemas
evaluados. También se observa que la mejor alternativa para la
limpieza de los extractos es el C18, pues mejoro la selectividad para
casi la totalidad de los compuestos en los dos conjuntos de ensayos
en los que se uso.

Para el caso de tiociclam y de metil azinfos, no se pudo mejorar
la selectividad del método, a pesar de que se realizaron algunos
experimentos adicionales en los que se aument6 la cantidad de
adsorbentes usados; en su lugar se obtuvieron porcentajes de
recuperacion menores para algunos compuestos.

Para el caso especifico del Tiociclam, debido a su naturaleza
polar (ver tiempos de retencion en la Tabla 1), se cree que es
necesario realizar otro tipo de limpieza como cromatografia de
intercambio i6nico, de columna en fase normal o la adicion de otro
adsorbente mas polar como la silica, pues el interferente debe ser de
la misma naturaleza. Para el caso del metil azinfos se considera que
la interferencia de origen tiene una estructura muy similar a este
compuesto.

Por otra parte, se encuentra que el uso de CNG no contribuye
de manera significativa a la mejora de la selectividad del método,
pues los resultados indican que permite la reduccion de interferentes
para solo tres compuestos. Asimismo, al observar el ultimo sistema
que incluye C18 y PSA, se encuentra que el carbéon no aporta de
manera significativa, al contrario, para algunos compuestos los
porcentajes de recuperacion son inferiores, lo cual se debe
posiblemente a la adsorcion de los analitos generada por la mayor
area superficial que se tiene.

El acetonitrilo es un solvente conocido por no extraer demasiados
compuestos de naturaleza lipidica asi como compuestos de elevada
polaridad como el caso de los azicares.
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Sin embargo, el aumento de la fuerza idnica en el sistema de
extraccion a través del MgSO4 y del NaCl, inducen a que se
extraigan este tipo de compuestos junto con los analitos. En este
sentido, se considera que el empleo de C18 reduce notablemente la
cantidad de interferentes, debido a la adsorcion de este tipo de
compuestos que tienen baja solubilidad en acetonitrilo.
Adicionalmente, es posible queexista un efecto sinérgico al hacer uso
de PSA y C18, pues las sefiales producidas por los interferentes
quimicos se redujeron a lo largo de todo el cromatograma.
Finalmente, la Figura 4 describe el esquema general del método
desarrollado.

5 g de muestra

Adicionar 10 mL de solucion amortiguadora de
citratos con Nz{C}a unpHde5,5

Agitar por 1 min para homogenizar
SN2
Adicionar 10 mL de ACN

Agitar con ayuda del vortex por 5 min y posterior a
ello adiciona{r 74 gde MgSO,

Centrifugara 6000 rpm

Tomar 8 mL del sobrenadante y limpiar con MgSO,,
PSA§ y2C18

N
Centrifugara 6000 rpm

Tomar 5 mL del sobrenadante y llevar a sequedad
con flujo ge7nitr69.eno

Reconstituir con 1 mL mezcla ACN: agua (7:1)
SZ
Filtrar y analizar por UFLC-MS

Figura 4. Esquema general del método desarrollado para el analisis de residuos de plaguicidas en
miel a través de UFLC-MS

Validacion del sistema de medicion

La selectividad del método se evalud a través del uso de cuatro
diferentes tipos de miel, los cuales se diferenciaban por su origen.
Los resultados obtenidos en esta evaluacion mostraron resultados
idénticos a los reportados en la Tabla 2 (sistema PSA + C18), es
decir, el método es selectivo para todos los analitos de interés
excepto para metil azinfos y tiociclam.

En las Tablas 3 y 4 se presentan las concentraciones de
fortificacion, los resultados de exactitud y los limites de deteccion
del método. Los limites de deteccion reportados, fueron estimados a
partir de diferentes aproximaciones (30) y para todos los casos en el
proceso de confirmacion se encontrd que la relacion sefial/ruido era
superior a 3.
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Tabla 3. Resultados obtenidos en la validacion del método desarrollado. Grupo de compuestos 1- Método de adquisicion 1

32

58 S R S 28 ¢ ~
S8sm| 2 29 2 g | £Ez28| ¥
Compuesto %: ‘Lf 'c': % g-é) gj gg £ 5 g qé g
C 3 S S =T | =87
Acefato 13,17 85,1 87,3 86,2 15,52 4,93
Oxamilo 9,96 91,6 88,0 80-103,8** 10,41 4,24
Monocrotofos 9,78 103,2 90,5 80,4-111 11,58 4,12
Metomil 10,07 87,2 78,6 82,9 6,48 2,81
Carbendazim 8,21 49,8 47,1 18,8-70,1 17,55 ND
Tiabendazol 12,55 94,5 84,2 72,3-97,9 12,28 6,12
30H-carbofuran | 11,34 98,7 88,0 85-105,2 7,36 3,19
Dimetoato 10,70 97,1 83,2 90,2 8,09 1,36
Cimoxanil 79,75 92,5 88,4 90,4 11,29 23,58
Carbofuran 8,92 97,3 95,9 96,6 9,62 2,51
Tiodicarb 8,32 86,5 83,2 84,9 16,18 2,23
Pirimicarb 5,87 93,2 83,0 72,8-94,9 14,02 2,05
Atrazina 5,95 93,9 91,0 92,5 11,84 1,19
Metalaxilo 5,94 99,0 96,9 98 10,16 1,15
Imazalil 8,21 94,0 83,7 73,8-100,7 6,95 2,19
Dimetomorf 13,13 100,9 102,3 | 101,6 11,60 5,66
Pirimetanil 8,70 91,0 78,5 84,8 11,43 3,83
Azosxitrobina 6,01 102,1 104,5 | 103,3 10,08 1,63
Espinosad A 14,69 51,7 49,6 32,4-58,5 6,52 ND
Tebuconazol 15,95 93,5 93,7 81,9-102,5 12,80 1,98
Metoxifenozida 13,24 100,6 100,1 | 93,2-104,5 8,54 2,51
Hexaconazol 10,93 95,0 99,3 87,1-108,4 13,03 2,85
Espinosad D 14,69 37,1 39,7 38,4 6,91 ND
Difenoconazol 88,36 90,5 88,6 75,4-102,4 7,80 14,63
Benalaxilo 6,47 97,1 97,3 97,2 10,86 1,37
Clorfenapir 198,94 95,0 87,5 72,8-98 13,62 61,20
azinfos metil 6,99 281,1 4119 | 80,9-1033,4 | 81,99 ND
Indoxacarb 28,75 91,9 95,7 82,1-99 8,36 6,15

*Estimado a partir de los resultados de precision intermedia. Para los casos en los que se present heterocedasticidad entre las diferentes concentraciones
evaluadas se presenta el intervalo de porcentajes de recuperacion.
ND: No determinado para este compuesto.
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Tabla 3. Resultados obtenidos en la validacion del método desarrollado. Grupo de compuestos 2- Método de adquisicion 2

=0 = = = »
Compuesto % “% E E‘é) g«j g j‘é : 3 g é E:*?
OCZg| < § ° Xg§g”

Metamidofos 41,70 88,9 | 96,5 92,7 13,85 6,15
Propamocarb 12,48 92,4 | 103,3 | 979 15,53 4,20
Dinotefuran 10,99 89,5 | 88,7 80-106,6 15,09 3,17
Linuron 18,96 91,8 | 85,1 73,6-99,5 15,12 7,20
Nitenpiram 13,46 85,6 | 1029 | 943 12,94 2,95
Thiametoxan 16,67 97,3 97,3 97,3 443 4,75
Dazomet 52,03 844 | 839 70,1-111 14,85 18,02
Mevinphos 16,97 92,5 | 878 73,5-111 11,64 7,77
Imidacloprid 169,95 93,8 | 1058 | 99,8 16,54 57,03
Acetamiprid 66,45 102,9 | 95,9 88,7-105,8 12,12 11,13
Tiaclorprid 16,71 111,0 | 1104 | 110,7 9,15 2,65
Simazina 5,87 98,5 | 973 97,9 12,02 0,85
Carbaryl 38,95 96,2 | 103,9 | 87,6-112,9 9,32 7,13
Isoprocarb 4411 93,7 86,2 90 14,95 9,53
Ametrina 13,26 91,6 | 98,1 94,9 9,35 1,36
3.,4-dicloranilida | 9,03 92,6 | 1047 | 77,5-115,8 10,35 0,95
Tridemoprh 74,91 99,7 | 79,9 74,5-101,2 19,46 17,17
Epoxiconazole 85,22 97,4 |105,8 | 81,1-119,1 14,30 24,26
Fenexhamid 41,48 78,4 | 94,9 86,7 13,20 9,32
Etoprofos 30,08 86,8 91,3 89,1 12,28 8,70
Flusilazole 14,88 99,7 | 111,1 | 96,8-115,3 7,52 4,92
Penconazol 12,42 94,6 | 110,5 | 102,6 11,09 2,41
Piraclistrobin 11,31 38,6 | 21,9 12,9-68,6 21,14 ND
Trifloxystribina | 8,46 89,3 102,8 | 81,3-113,5 10,27 1,46
Lufenuron 8,57 31,5 | 327 32,1 34,59 ND
Benfuracarb 7,76 100,9 | 102,2 | 84,1-111,9 13,77 2,28
Temefos 65,46 88,8 | 94,7 75,2-112,8 16,98 29,00
Buprofezin 11,44 79,2 | 94,0 86,6 14,30 4,71

*Estimado a partir de los resultados de precision intermedia. Para los casos en los que se presentd heterocedasticidad entre las diferentes
concentraciones evaluadas se presenta el intervalo de porcentajes de recuperacion.
ND: No determinado para este compuesto.
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Las Tablas 3 y 4 muestran que para la mayoria de los compuestos
se presentaron porcentajes de recuperacion entre el 70% y 120%, por
lo cual se puede concluir que el método presenta un error sistematico
aceptable, a excepcion de carbendazim, espinosad (A y D), lufenuron
y piraclostrobina, cuyos porcentajes de recuperacion fueron
inferiores al 70%.

Por otro lado, se encontré que el maximo %CV para cada uno de
los analitos, en general, es inferior al 15%, lo cual cumple con el
criterio de la Uniéon Europea (27). Sin embargo, para algunos
compuestos se observa que este %CV supera el 15%, pero debe
tenerse en cuenta que el criterio de la Union Europea se establece
para compuestos en condiciones de repetibilidad, y que el %CV
presentado en las Tablas 3 y 4 se obtiene para condiciones de
precision intermedia (interanalistas). Por lo tanto, se considera que
para todos los casos el método es preciso, a excepcion de los casos
en los que el método no es selectivo (tiociclam y metil azinfos) o
presenta una recuperacion inadecuada (menor al 70%).

Tabla 5. Intervalo lineal del método analitico

La evaluacion de la linealidad del sistema de medicion se realizo
a través de diferentes pruebas como: ANOVA, falta de ajuste,
significancia de la pendiente y del intercepto, entre otras (16). Todos
los resultados indicaron que el sistema es lineal en el intervalo de
concentraciones presentadas en la Tabla 5.

Conclusiones

Se logrd desarrollar y validar un método para el analisis de residuos
de plaguicidas en mieles, basado en una extraccion liquido-liquido
con acetonitrilo y posterior limpieza a través de extraccion en fase
solida dispersiva. En el proceso de desarrollo del método, se
encontrd que la homogenizacion de la miel con una solucion
amortiguadora a un pH de 5,5 incrementa la exactitud del método.

Compuesto Intervalo lineal Compuesto Intervalo lineal
(ng/mL) (ng/mL)
Acefato 18,8-188,2 Metamidofos 59,6-595,7
Oxamil 14,2-142,3 Propamocarb 17,8-178,2
Monocrotofos 14-139,7 Dinotefuran 15,7-157
Metomil 14,4-143,9 Linuron 27,1-270,8
Carbendazin 11,7-117,2 Nitenpiram 19,2-192,2
Tiabendazol 17,9-179,3 Thiametoxan 23,8-238,1
30H-carbofuran | 16,2-161,9 Dazomet 74,3-743,2
Dimetoato 15,3-152,9 Mevinphos 24,2-242 4
Cymoxanyl 113,9-1139,3 Imidaclorprid 242.8-2427.8
Carbofuran 12,7-127.,4 Acetamiprid 94,9-949,3
Thiodicarb 11,9-118,8 Tiaclorpird 23,9-238,8
Pirimicarb 8,4-83.9 Simazina 8,4-83.,8
Atrazina 8,5-84,9 Carbaril 55,6-556,4
Metalaxil 8,5-84,9 Isoporcarb 63-630,1
Imazalil 11,7-117,2 Ametrina 18,9-189,5
Dimetomorf 18,8-187,6 3,4-dicloropropinalidina | 12,9-129
Pirimetanil 12,4-124,3 Tridemoprh 107-1070,1
Azoxistrobin 8,6-85,8 Epoxiconazole 121,7-1217,5
Spinosad 21-209,8 Fenexamid 59,3-592.,6
Tebuconazol 22,8-227,8 Etoprofos 43-429,7
Metoxifenozida 18,9-189,2 Flusilazole 21,3-212,6
Hexaconazol 15,6-156,1 Penconazol 17,7-177,4
Spinosad 21-209,8 Piraclistrobin 16,2-161,5
Difenoconazol 126,2-1262,2 Trifloxystribina 12,1-120,8
Benalaxil 9,2-92,4 Lufenuron 12,2-122,4
Clorfenapryd 284,2-2841,9 Befuracarb 11,1-110,9
Azinfos metil 10-99.8 Temefos 93,5-935,1
Indoxacarb 41,1-410,7 Buprofezin 16,3-163,4

34
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Por otro lado, la selectividad del método mejord notablemente

al realizar uso de una mezcla de octadecilsilano (C18) y silica
funcionalizada con aminas (PSA). Por su parte, el proceso de
validacion indicod que el método es selectivo, preciso, lineal y exacto
para 50 de los 56 plaguicidas empleados. Finalmente, se encontrd
que el método no es selectivo para 2 de los compuestos estudiados y
no es exacto para 4.
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Metales pesados (Cd, Cu,
V, Pb) en agua lluvia de la
zona de mayor influencia
de la mina de carb6n en
La Guajira, Colombia

Heavy metals (Cd, Cu, V,
Pb) in rainwater in the
most influence area of the
coal mine in La Guajira,
Colombia

Metais pesados Cd, Cu, V,
Pb) na agua de chuva na
area de influéncia da mina
de carvao em La Guajira,
Colombia

Resumen

Abstract

Resumo

Con el objetivo de medir la influencia que
ejercen las actividades mineras de la
explotacion del carbon sobre la calidad del
aire en las comunidades ubicadas en el area
de influencia al norte de Colombia, se realizd
una medicion de los niveles de los metales
pesados Cu, Cd, V y Pb en 21 muestras de
agua lluvia. Este estudio se realizd6 por
periodo de un afio, mediante espectrometria
de absorcion atémica electrométrica. El
promedio de las concentraciones de los
metales fueron: Cu 23,47 + 13,97 pg/L, Cd
4,72 £3,29 pg/Ly V 11,25 £ 6,75 ng/L. Los
resultados sugieren que la atmoésfera no se
encuentra contaminada por Pb, pero las
actividades mineras (las excavaciones y
voladuras, la combustion de combustibles
fosiles, de crudos de petrdleo y gasoil, las
fuentes de trafico vehicular, etc.) afectan
significativamente la presencia y los niveles
de los demas metales incluidos en el estudio.
La contaminacion en la zona influye en que
el agua lluvia no cumpla con las normas de
calidad, tanto a mnivel nacional como
internacional, ya que los parametros de pH y
Cd superan los limites permisibles y por
tanto no es apta para el consumo humano.

To measure the influence of coal mining
activities on air quality in northern
Colombia, a first approach was made to
assess pollution by measuring the levels of
the heavy metals Cu, Cd, V, and Pb in 21
samples of rainfall over a one year period, by
the electrothermal atomic  absorption
spectrometry  technique. The  average
concentrations of metals in the study area in
wet precipitation were: Cu 23.47 + 13.97 pg/
L,Cd4.72 £3.29 ug/Ly V 11.25 £ 6.75 pg/
L. The results suggest that the atmosphere is
not polluted by Pb, but mining activities
(excavation and blasting, combustion of
fossil fuels, crude oil and gas oil, and
vehicular traffic sources) may significantly
affect the presence and the levels of the other
studied metals. Contamination in the area
makes rain water infringe the quality
standards, both nationally and internationally,
since the parameters of pH and Cd exceed
the permissible limits, therefore it is not
suitable for human consumption.

Palabras clave: actividades mineras, agua
de lluvia, espectrometria de absorcion
atomica electrométrica, metales pesados.

Keywords: mining activities, rainwater,
electrothermal atomic absorption
spectrometry, heavy metals.

A fim de medir a influéncia que exercem as
atividades de mineragdo de carvdo sobre a
qualidade do ar nas comunidades localizadas
na area de influéncia ao norte da Colombia,
foram medidos os niveis de metais pesados
Cu, Cd, V ¢ Pb em 21 amostras de agua da
chuva. Este estudo foi feito ao longo de um
ano, mediante espectrometria de absorgdo
atOmica eletrométrica. As concentragdes
médias dos metais foram: Cu 23,47 + 13,97
pg/L, Cd 4,72 + 3,29 pg/L e V 11,25 + 6,75
pg/L. Os resultados sugerem que a atmosfera
ndo estd contaminada por Pb, mas as
atividades de mineragdo (escavagdo e
detonagdo, a queima de combustiveis fosseis,
petréleo bruto e diesel, e o trafego de
veiculos) afetam  significativamente a
presenga e os niveis dos outros metais
incluidos no estudo. A poluigdo faz que a agua
da chuva ndo atenda aos padrdes de
qualidade, tanto a nivel nacional como
internacional, posto que os parametros de pH
e Cd excedem os limites admissiveis e,
portanto, fazem que a agua seja impropria
para consumo humano.

Palavras-Chave: mineragdo, aguas pluviais,
espectrometria de absor¢do atomica
eletrométrica, metais pesados.
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Introduccion

La lluvia cumple un papel importante en la limpieza de la atmosfera,
ya que a través de este proceso se remueven la mayor cantidad de
iones presentes en la misma. La composicion quimica del agua de
lluvia varia de un lugar a otro y de una region a otra, debido a la
influencia de fuentes locales (), tanto naturales como
antropogénicas (2). Conocer su composicién es importante para
entender el papel del transporte de los componentes solubles de la
atmosfera y su contribucion a las diferentes fuentes de contaminantes
atmosféricos (3). Adicionalmente, el agua de lluvia funciona como
un sumidero importante para la materia en forma de gases y
particulas, incluyendo metales traza en la atmoésfera y, por tanto,
desempefia un papel importante en el control de las concentraciones
de estas especies (4).

Por su parte, la composicion quimica de las deposiciones
atmosféricas depende de numerosos mecanismos fisicos y quimicos
de los aerosoles y precursores de las emisiones, las reacciones
quimicas, y procesos de eliminacion. Por lo tanto, la quimica de las
deposiciones humedas puede proporcionar ideas sobre la evolucion
temporal de la atmoésfera y su contaminacion, y ser utilizada como un
indicador pertinente para evaluar los procesos naturales frente a
influencias antropogénicas (5). De modo que, en areas remotas, estos
estudios ofrecen un gran potencial para aclarar los efectos de centros
urbanos, complejos industriales y emisiones de la agricultura. Del
mismo modo, para comprender los procesos que controlan la
composicion quimica de la atmosfera en las regiones remotas y los
ciclos biogeoquimicos naturales (6).

Acerca de la composicion, los componentes disueltos en el agua
de lluvia se pueden dividir generalmente en tres grupos: (a) los
aerosoles de sal marina, (b) los aerosoles terrestres (suelo polvo, las
emisiones bioldgicas) y (c) los aportes antropogénicos (7). Estos
ultimos se relacionan con procesos industriales, combustibles fosiles,
actividades mineras, incineracion de residuos, emisiones del motor
de vehiculos, agricultura y fertilizantes, ademas de otras actividades
humanas que emiten grandes cantidades de contaminantes
atmosféricos (8).

Uno de los grupos de contaminantes atmosféricos que genera
gran preocupacion es el de los metales pesados debido a sus
caracteristicas  toxicas, potencialmente cancerigenas, y su
persistencia en el medio ambiente (§). Los metales pesados son
toxicos para los organismos vivos, aunque algunos de ellos como el
Pb y el Cd se encuentren en niveles bajos (9). Elementos traza como
Cd, Pb y V pueden provocar alteraciones en la salud, dependiendo de
sus concentraciones en la atmodsfera y de la forma quimica bajo la
que se presenten. Tales alteraciones pueden abarcar desde afecciones
pulmonares y cancer, hasta hemorragias cerebrales (10).

Tal como se menciono, las principales fuentes de metales son la
industria, la mineria, la fundicion de metales y las fuentes moéviles
(11). En particular, la mineria de carbon a cielo abierto genera
mayores impactos en el ambiente que la mineria subterranea, dado
que genera material particulado y contaminantes gaseosos que
permanecen en el aire, es decir, no solo afecta el interior de las
minas, sino también las areas de influencia externas (/2).

En la Guajira colombiana, la mineria del carbon es la actividad
mas representativa en cuanto a extension (69000 hectareas) y
explotacion del recurso (30,2 millones de toneladas/afio). La
explotacion es a cielo abierto y la compaifiia minera responsable es la
mas grande del pais; la mina de carbdn es unas de las minas a cielo
abierto mas grandes del mundo (/3). Lo anterior trae como
consecuencia el aumento de los niveles de contaminacion y deterioro
de la calidad del aire en dicha zona (/4).

Teniendo en cuenta que los metales Cu, Cd, V y Pb son
considerados como unos de los contaminantes mas significativos en
la atmosfera, que la mineria es una de las actividades humanas que
mas contribuyen a su incorporacion al ambiente y que actualmente
no existen contribuciones a la literatura de la quimica elemental del
agua de lluvia en esta region de Colombia, el presente estudio ha
tenido como objetivo principal la determinacion de los niveles de
estos metales en la precipitacion hiimeda en una de las zonas de
mayor influencia de la mina de carbon. Lo anterior con el fin de
identificar los efectos de esta fuente de emision en el aumento y la
acumulacion de elementos traza en la atmoésfera de esta region del
pais.

Materiales y métodos

Aspectos generales del régimen de vientos y lluvias
de la zona de estudio

En La Guajira predominan vientos alisios, su régimen es estacional
coincidiendo con los periodos de invierno y verano de diciembre a
mayo con velocidades de 13 a 15 nudos y direccion preferencial del
Norte, y de junio a noviembre con velocidades bajas. El régimen de
lluvia es de tipo binomial caracterizado por los periodos de mayor
precipitacion (abril-junio, septiembre-noviembre) alternados con dos
de menores lluvias (diciembre-marzo, julio-agosto). En términos de
aportes, el segundo periodo de mayores lluvias es el que tiene mas
peso relativo frente al total anual con promedios hasta del 55% frente
aun 20% del primer periodo. Las épocas de menores lluvias aportan
un 25%. El patron de distribucion de las lluvias es simple, éstas se
dan desde el noreste al sureste entre valores que van desde los 500
mm al afio en la Alta Guajira, hasta valores que sobrepasan los 2000
mm en las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta (15). Las
zonas climaticas en el area de Cerrejon corresponden a las categorias
calido seco y calido muy seco. Se presentan dos periodos lluviosos,
en abril - mayo el primero, y entre octubre y noviembre, el segundo;
con una precipitacion promedio anual de 912 mm (/6).

Muestreos

El disefio del monitoreo, el montaje y la operacion de los colectores
de deposicion humeda estd basado en las recomendaciones de la
literatura (17, 18). Se colectaron muestras de agua de 1luvia en tres de
los sitios de mayor asentamiento humano del municipio de Barrancas
(La Guajira, Colombia), cuyos territorios estan conformados por
planicies y pequefias ondulaciones. Por la conformacion de su
topografia, solamente se presenta el piso térmico calido; los suelos
son bafiados por las aguas de los rios Palomino y Rancheria (19).

Desde el punto de vista socioeconémico Barrancas constituye el
area carbonifera denominada El Cerrejon que se extiende a lo largo
de 50 km en el valle del rio Rancheria, entre la Sierra Nevada de
Santa Marta y la Serrania de Perija, cubriendo una extension de
69364 hectareas (20).

En la Figura 1 se muestra un mapa de la peninsula de La Guajira
y en la Figura 2 se detalla la ubicacion de los lugares de toma de
muestras: el punto 1 localizado en Barrancas (zona urbana), el punto
2 en la zona rural entre las comunidades de Barrancas y Los
Magueyes y el punto 3 en Papayal; la recoleccion se hizo en el
periodo de junio a diciembre de 2014 y enero a junio del 2015.
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Figura 1. Ubicacion geografica de la zona minera de carbon El Cerrején. La Guajira, Colombia
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Figura 2. Puntos de monitoreo de agua de lluvia. Zona minera de carbon de La Guajira
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Las muestras de agua de lluvia fueron recolectadas estrictamente
por evento, utilizando un colector de tolva cuadrado, cuyo esqueleto
metalico liviano (de ~ 2 m de altura) sostenia un embudo de
polietileno de area 0,25 m? en su boca redonda. Este se unié a un
pequeiio tubo, también de polietileno, de 2 cm de didmetro y 5 cm de
largo, incrustado a través de un tapén de caucho por medio de una
manguera de polietileno de 8 cm de longitud aproximadamente, en
un envase de polietileno con capacidad de 4 L.

El disefo de la tolva consistia en cuatro tridngulos isésceles con
un angulo central (opuesto a la base) de 90 °, para una altura de 2 m
(Figura 3). El colector que fue ubicado lejos de cualquier fuente de
contaminacion especifica, se abria manualmente al comenzar el
evento de lluvia y al terminar se cerraba, para evitar contaminacion
por deposicion seca. Finalizado el evento de lluvia, se midid el
volumen colectado e inmediatamente se separd una fraccion de entre
100 y 150 mL, la cual fue envasada en un recipiente de polietileno y
posteriormente refrigerada (aprox. 5 °C) hasta el momento de su
analisis.

Figura 3. Esquema del montaje de colector para deposicion himeda

Analisis quimico

Después de recoger el agua de lluvia, se utilizé una alicuota de cada
muestra para medir el pH. El medidor de pH se calibré antes de cada
medicion utilizando soluciones tampén estandar de pH 4,00 y 7,00
(21). Una segunda alicuota de cada muestra fue almacenada en un
frasco de polietileno de 100 mL, preservada con HNO; 1:250 v
(permitiendo un pH suficientemente bajo para preservar los metales)
y refrigerada a 4 °C (22).

Los metales (Cu, Cd, V y Pb) fueron determinados utilizando la
técnica de espectroscopia de absorcion atdomica con horno de grafito
(22), usando el equipo Perkin Elmer 3110. Las condiciones de
operacion se encuentran indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de operacion de la determinacion de metales (Cu, Cd, V y Pb) por
espectroscopia de absorcion atémica con horno de grafito

Elemento | A (nm) | Slit | Pirolisis (°C) | Atomizacion (°C)
Cu 3248 | 0,7 1200 2300
Cd 2288 | 0,7 700 1600
\" 318,44 | 0,7 1450 2650
Pb 283,3 | 0,7 850 1800

Resultados y discusion

Cantidad de lluvia

Se recogieron 21 muestras de agua de lluvia. El mayor numero de
eventos mensuales se produjo en septiembre, seguido de junio y
octubre (8, 5 y 4, respectivamente); no se observaron eventos de
lluvia en diciembre, enero, febrero y marzo. La precipitacion mensual
durante el periodo de estudio se presenta en la Figura 4. La
precipitacion mas alta fue durante septiembre (246,4 mm), seguido de
junio (125,2 mm) y octubre (91,4 mm). Los meses de diciembre,
enero, febrero, marzo, diciembre son considerados los de temporada
seca, coincidiendo esta situacion con el comportamiento historico del
sitio.
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Figura 4. Variacion mensual de ocurrencia de lluvia durante el periodo de estudio. Junio-
diciembre (2014), enero-mayo (2015)

Variacion del pH de la lluvia

El pH de las precipitaciones individuales vario desde 4,40 hasta 7,80,
tanto valores acidos como alcalinos. En este estudio la media de pH
valor por volumen ponderado (VWM, por su sigla en inglés) fue de
5,89, valor que supera al de la lluvia natural, de 5,6 controlada por el
CO, disuelto (23). El pH de la lluvia durante el periodo de muestreo
se indica en la Figura 5.
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Figura 5. Media potencial mensual de pH valor por volumen ponderado en el agua de lluvia

El 38% de las muestras presentaron un pH por encima de 5,89
lo que indica la presencia de lluvias acidas en la zona, esto se puede
explicar teniendo en cuenta que el pH de la precipitacion se modifica
por la adicion de componentes tanto acidos como alcalinos (24). Por
tanto, el cardcter acido de la lluvia sugiere la influencia de las
actividades mineras del carbén que involucran procesos de
combustion en los vehiculos automotores (gasolina, petroleo crudo,
aceite), combustion espontanea durante la excavacion o voladuras que
utilizan material explosivo. Estas actividades son fuentes potenciales
de NO, y SO,, gases responsables de la formacion de sustancias
acidas como HNO; y H,SO, en la atmosfera (25, 26).

Se ha registrado una situacion similar en zonas cercanas de
Venezuela como Paraguaipoa (27) que presenta lluvias con un pH de
6,0, atribuido a la influencia de la mina de carbon. Del mismo modo,
en Maracaibo se ha reportado un pH de 5,9, valor que es determinado
por la presencia de la industria petroquimica y petrolera (Complejo
Petroquimico El Tablazo, ubicado en el estado Miranda), la fabrica de
cemento (Planta Mara), el transito automotor y las emisiones del
suelo (28).

Concentracion de elementos traza en la precipitacion

En la Tabla 2 se presenta el resumen estadistico de las
concentraciones de los metales Cu, V y Cd medidos en las muestras
de agua de lluvia que presentaron valores por encima del limite de
deteccion (0,02 pg/L para cada elemento).

Las concentraciones de Pb estuvieron por debajo del limite de
deteccion (0,01 pg/L). No hubo una variacién significativa en la
concentracion de elementos traza en la precipitacion en los tres sitios
de muestreo (p > 0,01). Los valores mayores de concentracion de
metales se presentaron en las lluvias ocurridas después de periodos de
sequia en junio de 2014 y abril del 2015, mientras que los valores
menores se presentaron cuando la lluvia tuvo continuidad durante
varios dias (Figura 6).
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Figura 6. Variacion mensual de las concentraciones de metales (ug/L) en la lluvia

Tabla 2. Niveles de concentracion (ug/L) de metales traza en la lluvia

Sitio | Elemento | Media | DS CV | Maximo | Minimo
(ng/l)
Cu 2521 | 1438 | 0,57 413 38
1 Cd 4,57 3,92 | 085 32,6 0,1
\ 12,17 | 7,31 | 0,60 26,7 4.8
Cu 24,13 | 15,10 | 0,62 39,5 33
2 Cd 3,98 3,08 | 0,77 30,2 0,6
\ 11,23 | 6,73 | 0,60 242 39
Cu 21,07 | 1245 | 0,60 38,7 2,9
3 Cd 5,60 2,88 | 0,51 35,1 1,2
\ 10,34 | 6,21 | 0,60 20,9 4,1

DS =Desviacion estandar, CV =Coeficiente de variacion
En todos los casos el numero de muestras fue 21

Gratz y Miller (29) y Wetang’ula y Wamalwa (5) en sus estudios
también observaron que las concentraciones altas se presentan
tipicamente en las primeras precipitaciones seguidas después de
épocas de sequia prolongadas, lo que sugiere que la mayoria de los
elementos traza se eliminan durante el inicio del periodo de las
precipitaciones, y se van diluyendo a medida que van trascurriendo
el resto de los eventos. Se observa una correlacion significativa entre
el Cdy V (R?=0,73; p<0,01) y Cuy V (R?=0,63; p < 0,01), pero
sin significancia entre el Cd y Cu (R* = 0,42; p < 0,01), lo que
sugiere la existencia de mas de una fuente de origen de estos
metales.

El Vanadio y el Cadmio se encuentran en la corteza terrestre a
bajas concentraciones (30), por lo que se considera que las
principales fuentes de estos elementos deben estar relacionadas con
actividades antropicas, principalmente a través de la zona minera de
carbon: los escapes de vehiculos automotores (tractocamidn, pala
hidraulica, tractor, bus) que utilizan combustible pesado y la
combustion de crudos de petrdleo y gasoil. Adicionalmente, en la
mineria a cielo abierto se remueve una gran cantidad de material
estéril para destapar los depositos minerales, lo que genera aguas
acidas. Las aguas 4cidas, a su vez, atacan otros minerales
produciendo soluciones que acarrean elementos toxicos al ambiente
como el Cd o As (31).
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En relacién con lo anterior, en la cuenca del Witwatersrand de
Sudafrica existe una contaminaciéon mayor de las aguas superficiales
con Co, Mn, Ni, Pb y Zn como resultado del proceso de cianuracion
y oxidacion de aguas acidas de mina (32). El contenido de V en el
petroéleo crudo es de 5-1300 ppm (32) y las cenizas de la combustion
del petréleo contienen mas de 80% de V,05 (33). E1 V y en menor
medida Ni y S han sido utilizados como indicadores de combustion
de crudos de petroleo y gasoil en la totalidad de los estudios de
composicion quimica de particulas aerotransportadas (34).

Algunos autores han atribuido a la resuspension de particulas
de suelos margosos hasta un 40% del total del V encontrado en
particulas aerotransportadas en una zona arido-desértica (/0). Se
puede considerar, en este sentido, que la presencia del V en la
atmosfera estd influenciada por la resuspension de particulas del
suelo aerotransportadas por accion de los vientos provenientes de
contribuciones antropogénicas, generadas en zonas cercanas a La
Guajira, como es el caso del complejo petroquimico de El Tablazo,

Venezuela.
Por otro lado, la combustion del carbon es también una de las

fuentes principales de Cu, Cr, Co, As, Se, asi como de elementos
litofilos en general (35). Se consideran, ademas, otras posibles
fuentes como el desgaste de neumaticos y las quemas forestales en
las zonas destinadas para cultivos. También se sugiere que los
procesos de remocion de capas del suelo a través de voladuras y
excavaciones realizadas en la mina, pueden contribuir a la emision
de Cu en la atmosfera (36).

Al comparar la concentraciéon de Cd y V medidos en la lluvia en
la zona minera de La Guajira (Tabla 3), se observa que son mas altas
que las reportadas en otras regiones del mundo, lo cual podria ser
consecuencia de la ubicaciéon de la zona de estudio en la region de
calma ecuatorial que separa los movimientos de las masas de aire en
los dos hemisferios. Esto dificulta el intercambio de contaminantes
entre hemisferios, causando cierta asimetria en la distribucion de
dichos contaminantes (37).

También es de considerar que la presencia y concentracion de
metales en la atmodsfera de La Guajira se ve influenciada por el
movimiento de las corrientes marinas calidas en la costa norte de
Colombia, la intensidad de los vientos alisios del noreste y la
presencia de cadenas montafiosas en la zona sur que detienen los
vientos.

Tabla 3. Concentracion media de elementos traza en precipitaciones en diferentes sitios del mundo

Idoneidad quimica para la recoleccion de agua lluvia
para el uso por parte de la comunidad en la zona

La Guajira es uno de los territorios con mayor indice de escasez de
agua (38), lo que obliga a la poblacion que habita en las zonas rurales
a la practica del aprovechamiento de las aguas lluvias. Esta suele
almacenarse para uso doméstico, para beber y preparar alimentos, y
para uso agricola.

Para la recoleccion del agua lluvia, que fue realizada a través de
la escorrentia, algunos parametros como pH, Cu o Cd (que fueron
tenidos en cuenta en este estudio) se convierten en un problema
importante (39). Los resultados indican que el agua de lluvia de la
zona no se ajusta a las directrices de calidad de agua para consumo
humano de la normativa nacional (40), pues el pH se encuentra por
debajo del limite permisible (6,5-9,0) y el Cd supera el limite de
0,003 mg/L, valor que también es fijado por la Organizaciéon Mundial
de la Salud (47). Por lo anterior, no se puede considerar como una
fuente dptima de agua para uso doméstico.

Conclusiones

En promedio, el agua de lluvia es ligeramente acida (pH = 5,89) lo
que sugiere la presencia de especies acidas o ligeramente acidas. No
se evidencia la presencia de Pb, pero las concentraciones de los
metales traza Cu (23,47 + 13,97 pg/L), Cd (4,72 £ 3,29 pg/l) y V
(11,25 + 6,75 pg/L) son elevadas y se encuentran por encima del
rango de concentracion reportado para otros sitios de todo el mundo
(42-47). Lo anterior indica que la actividad antropogénica es una de
las principales fuentes responsables de la presencia de estos metales.
Las concentraciones de Cd (4,72 + 3,29 ug/L) que se determinaron en
las muestras de agua de Illuvia fueron relativamente altas en
comparacion con las directrices de calidad del agua potable
establecidas por los Ministerios de Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial, y de Salud de Colombia (40) y por la Organizacién
Mundial de la Salud (47), por lo tanto se puede decir que el agua
lluvia de la region no es Optima para consumo ni uso doméstico.

Sitio Cu(wL) | Cd(wL) V (WL) Referencia
Zona minera de La Guajira, Colombia 2,9-41,3 0,1-35,1 36,9-26,7 | Este estudio
Ahvaz, Irdn * 0-1,97 * (42)
Washington, USA * 0,06-5,1 * (43)
Atenas, Grecia * 0,02-0,54 * (44)
Maracaibo, Venezuela 59,9 17,2 3,0 (45)
Paris, Francia 72 0,26 * (46)
Lulea, Suecia 255 * * (47)

*No hay reporte
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Evaluacion de métodos
de extraccion para la
obtencion del acido
giberélico en semillas
germinadas de maiz
(Zea mays L.)

Comparison of different
extraction methods for
giberelic acid obtention
from corn (Zea mays L.)
germinated seeds

Avaliacao de metodologias

de extra¢ao para a obtencao

do acido giberélico em
sementes germinadas de
milho (Zea mays L.)

Resumen

Abstract

Resumo

El maiz (Zea mays L.) es el segundo cereal
de mayor cultivo a nivel mundial el cual es
empleado como materia prima en diferentes
industrias. Hasta el momento no se han
encontrado reportes de la obtencion del 4cido
giberélico (GAj3) en esta planta. En el
presente trabajo se compararon los métodos
de extraccion solido-liquido por lixiviacion y
la extraccion dindmica con disolvente
asistida por sonicacion (DSASE) para la
obtencion del GAj; a partir de semillas
germinadas de maiz. Los factores trabajados
en la extraccion por lixiviacion fueron el
método fisico, el solvente y el tiempo,
mientras que los parametros por DSASE
fueron el flyjo, el solvente y el tiempo. La
mayor concentracion del GA; se obtuvo con
el método DSASE (30,012 mg/kg),
empleando como solvente acetonitrilo-acido
formico 5% (80:20, v:v) a un flujo de 0,4
mL/min y un tiempo de extraccion de 25,0
min. La identificacion y la cuantificacion del
GAj3 se realizd mediante cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) con
detector de arreglo de diodos (DAD). Estos
resultados evidenciaron que la DSASE es
una alternativa novedosa para la obtencion
del GAj, dada su alta eficiencia, el bajo
consumo de solvente y su simplicidad en la
obtencion del extracto.

Corn (Zea mays L.) is the second most
cultivated cereal in the world and is used as
raw material for different kind of industries.
To date no reports about obtaining giberellic
acid (GA3) from corn have been found. In
the present study two methods for extracting
solid samples were evaluated: lixiviation and
dynamic sonication-assisted solvent
extraction (DSASE), for obtaining giberellic
acid from corn germinated seeds. In
lixiviation, the physical method (agitation
and sonication), solvent, and time were the
parameters analyzed; while in DSASE the
variables were: solvent, flow, and time. The
most efficient technique was DSASE
employing acetonitrile-formic acid 5%
(80:20, v:v) as solvent at a flow of 0,4 mL/
min for 25,0 min, obtaining a concentration

of 30,012 mgkg giberellic acid.
Identification and quantification were
performed by high performance liquid

chromatography (HPLC) with diode array
detector (DAD). These results showed that
dynamic sonication-assisted solvent
extraction (DSASE) is a novel and powerful
alternative technique for obtaining giberellic
acid, because of its high efficiency; low
solvent consumption and simplicity in
obtaining the extract.

Palabras clave: fitohormonas, DSASE,
lixiviacion, HPLC, Zea mays L.

Keywords: phytohormone, DSASE,
lixiviation, HPLC, Zea mays L.

O milho (Zea mays L.) ¢ o segundo cereal
mais cultivado no mundo e é usado como
matéria-prima em diferentes industrias. Até a
data ndo foram encontrados estudos da
obtengdo do acido giberélico (GAj3) neste
cereal. Este trabalho teve como objetivo a
comparagdo da metodologia de extragdo
solido-liquido por lixiviagdo e a metodologia
de extragdo dindmica com dissolvente
assistida por sonicacdo (DSASE) para a
obtencdo do acido giberélico a partir de
sementes germinadas de milho (Zea mays L.).
Na extra¢do por lixiviagdo foram avaliados
diferentes parametros: o método fisico, o
solvente e o tempo; e na metodologia DSASE
estes parametros foram: o solvente, o fluxo e
o tempo. A maior concentracdo de acido
giberélico (GAj3) foi obtida com a
metodologia DSASE, usando como solvente
acetonitrila-acido foérmico 5% v/iv (80:20),
fluxo de 0,4 mL/min e tempo de extrag@o de
25,0 min. A identificagdo e a quantificag¢éo do
GAj; foi realizada mediante cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com
deteccdo de arreglo de diodos (DAD). Os
resultados evidenciaram que a DSASE foi
uma excelente alternativa para a obtengdo do
acido giberélico, por apresentar alta
eficiéncia, pouco consumo de solvente e ser
umatécnica simples para a obtengdo do
extrato.

Palavras-Chave: fitohormo6nios, DSASE,
HPLC, Zea mays L.
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Introduccion

El 4cido giberélico (GA3) (Figura 1) es una fitohormona que hace
parte de la familia de los diterpenos tetraciclicos de naturaleza acida
(1). Este ejerce efectos diversos en el crecimiento y desarrollo de la
planta, promueve la germinaciéon de las semillas que se encuentran
en estado de dormancia, la elongacion del tallo, el brote de las yemas
y el desarrollo de los frutos (2, 3). La accion del GAj3 en el
crecimiento de los tejidos puede estar regulada por la modulacién
celular de sus concentraciones, por la habilidad de la célula para
responder al estimulo de esta fitohormona, o por ambas (4).

Figura 1. Estructura del &cido giberélico (GA3)

El GAj ha sido obtenido a partir de diferentes tejidos vegetales
utilizando principalmente métodos de extraccion solido-liquido,
procesos en los cuales se extraen uno o varios solutos de un sélido
mediante la utilizacion de un disolvente liquido. Ambas fases entran
en contacto intimo y el soluto o los solutos pueden difundirse desde
la matriz sélida a la fase liquida, lo cual produce la separacion de los
componentes constitutivos de la muestra (5). Para llevar a cabo la
lixiviacion se han utilizado diferentes tipos de disolventes tales como
el metanol frio (6-9), el metanol acuoso (80% v/v) (10, 11), el
metanol acuoso acidificado con acido formico (0,05% vwv) (12), el
acetato de etilo (13, 14), el acetonitrilo acidulado con 4cido formico
(5% v/v) (15, 16) y mezclas de isopropanol-acido acético (17, 18). El
periodo de extraccion ha sido variable debido a que se han empleado
tiempos cortos, una o dos horas (6, 16, 19, 20), hasta periodos
prolongados, 24 0 48 h (21-23).

Otro método moderno de extraccion soélido-liquido es la
extraccion dindmica con disolvente asistida por sonicacion
(DSASE). En este proceso la muestra es depositada en una celda por
la cual hay paso continuo de solvente fresco y al mismo tiempo se
aplican vibraciones acusticas con frecuencias por encima de 20 kHz,
que promueven la transferencia de analitos desde la matriz en estudio
hasta el disolvente. Esta técnica emplea los mismos solventes que la
lixiviacion, pero los tiempos de extraccion y las cantidades de
muestra son inferiores (24). La técnica de DSASE se ha empleado en
la extraccion de analitos como ésteres organofosforados,
blanqueadores, colorantes y polifenoles, empleando flujos de
solvente desde los 0,2 hasta 1,0 mL/min, con porcentajes de
recuperacion que se encuentran por encima del 85% (25-27).

Por otro lado, la cromatografia se encuentra entre las técnicas
mas empleadas para la identificacion y la cuantificacion del GAj,
que tiene como ventajas mayor eficiencia en la separacion y alta
especificidad (/1, 13, 28). La cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC, por sus siglas en inglés) es preferida sobre la cromatografia
de gases ya que esta ultima requiere la derivatizacion previa del
analito, lo cual aumenta el grado de complejidad del analisis (29—
3.

Ahora bien, el GAj ha sido evaluado por su importancia en la
germinacion y desarrollo de las plantas en diferentes especies
vegetales como Arabidopsis (15), fresno blanco (21) y arroz (32).
Sin embargo, no se han encontrado reportes de esta fitohormona en
cereales como el maiz, el segundo cultivo mas importante del mundo
después del trigo (33). El maiz se cultiva en mas de 140 millones de
hectareas con una produccion anual de mas de 580 millones de
toneladas métricas. Toda la planta puede ser aprovechada y las
aplicaciones posibles de este cereal incluyen alimento, forraje o
materia prima para diferentes industrias (34). Adicionalmente, es de
gran utilidad investigativa debido a su corto tiempo de germinacion,
lo que permite hacer diversidad de ensayos en los que se miden
multiples variables permitiendo alcanzar conclusiones de diferente
indole (33).

El objetivo de este trabajo fue comparar los métodos de
extraccion por lixiviacion y la extraccion dindmica con disolvente
asistida por ultrasonido (DSASE), con el fin de determinar el
protocolo mas eficiente para la obtencion del 4cido giberélico (GA;)
a partir de semillas germinadas de maiz (Zea mays L.).

Materiales y métodos

Reactivos quimicos

El estandar del acido giberélico empleado fue Sigma Aldrich (Sigma,
USA); el acetonitrilo y el metanol fueron grado cromatografico
(Fisher Scientific, USA); el acetato de etilo y el 4cido formico fueron
grado analitico (Scharlau, Espafia). El agua fue purificada empleando
un sistema Direct-Q (Millipore, USA).

Muestra de estudio

Se usaron semillas de maiz (Zea mays L.) variedad ICA-V305 tipo
comercial producidas por la empresa Semillas del Pacifico (Cartago,
Colombia). Se seleccionaron semillas sin dafios visibles y con forma
uniforme, con masa promedio de 0,3878 g + 0,0002 g y volumen
promedio de 0,356 cm’ + 0,008 cm?.

Preparacion de la muestra

Las semillas de maiz previamente seleccionadas se sembraron en
cajas Petri (100 x 15 mm), con papel absorbente como soporte. A
cada caja se le adicionaron 12,0 mL de agua destilada y se colocaron
en una incubadora Incucell de 222 L sin luz, a una temperatura de
30,1 °C £ 0,1 °C. La humedad del sistema fue de 59,00% =+ 3,39%.
Después de 48 h, las semillas se sacaron de la incubadora y fueron
trituradas con ayuda de un molino eléctrico hasta obtener un material
muy fino que se guardd en bolsa con sello hermético y en nevera a
-20 °C para su posterior extraccion (35).

Método de extraccion sélido-liquido (lixiviacion)

Para la extraccion del GA; mediante lixiviaciéon se emplearon tres
solventes diferentes: solvente B, acetonitrilo—acido formico 5%
(80:20) (I5); solvente C, metanol-acido férmico 5% (80:20) (13);
solvente D, acetato de etilo (32). Se emplearon dos tiempos de
extraccion (1 y 2 h) y dos métodos extractivos diferentes, como se
presenta a continuacion.
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Evaluacion de métodos de extraccion para la obtencion del acido giberélico en semillas germinadas de maiz (Zea mays L.)

Método I: agitacién orbital

La extraccion se realizd utilizando el procedimiento planteado por
Stirk y colaboradores (/6), con algunas modificaciones. Se
adicionaron 20,0 mL del solvente de extraccion (solvente B, C 0 D) a
10,0000 g de la muestra molida y se ésta se puso en un agitador
orbital durante una o dos horas. Al cabo del respectivo tiempo, el
material se decantd obteniéndose un sobrenadante y un pellet; el
primero se retird y se conservo, mientras que al segundo se le
adiciond una nueva porciéon del respectivo solvente fresco y se
reextrajo dos veces mas. Los sobrenadantes obtenidos se mezclaron y
se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min, obteniéndose un nuevo
sobrenadante el cual fue secado en rotaevaporador a 40 °C. El
extracto solido final se reconstituyd con acetonitrilo hasta un volumen
de 5,0 mL previo a su analisis.

Método II: Ultrasonido

Se adicionaron 20,0 mL del solvente de extraccion (solvente B, C o
D) a 10,0000 g de la muestra molida y la mezcla se puso en un equipo
de ultrasonido durante una o dos horas. En el transcurso de la
extraccion, la temperatura del agua en el bafio nunca fue superior a 35
°C. Al cabo del respectivo tiempo, el material se decantd
obteniéndose un sobrenadante y un pellet; el primero se retir6 y se
conservo, mientras que al segundo se le adiciond una nueva porcion
del respectivo solvente fresco y se reextrajo dos veces mas. Los
sobrenadantes obtenidos se unieron y se centrifugaron a 5000 rpm
durante 10 min, obteniéndose un nuevo sobrenadante el cual fue
secado en rotaevaporador a 40 °C. El extracto so6lido final se
reconstituy6 con acetonitrilo hasta un volumen de 5,0 mL previo a su
analisis.

Método de extraccion DSASE

El procedimiento de extraccion DSASE se basé en el trabajo previo
de Lopez y colaboradores (36) y se realizd con dos solventes
diferentes: solvente B, acetonitrilo—4acido formico 5% (80:20) (15);
solvente C, metanol-acido formico 5% (80:20) (/3). Se emple6 una
celda de extraccion de acero inoxidable de 3,0 mL que se llend con
0,8000 g de muestra y se coloco en el interior de un baiio ultrasonido;
se controlo la temperatura del agua para que nunca fuera superior a
35 °C. Posteriormente, el sistema se conectd a una bomba peristaltica
que controld el flujo del solvente: (B o C) = 0,2 mL/min o 0,4 mL/
min a través de la celda; la extraccion se realizoé por 12,5 min o 25,0
min. Al final de este periodo, se obtuvo el volumen de extracto
deseado para cada una de las combinaciones de solvente y flujo.

Condiciones cromatograficas

Para el analisis del GAj3, se utilizo un cromatdgrafo liquido de alta
eficiencia Shimadzu Prominence (USA), equipado con un
desgasificador DGU 205 (USA), un detector de arreglo de diodos
(DAD) prominence SPD-M20A (USA), un horno Shimadzu
CTO-10AS VP (USA) y un automuestreador Shimadzu SIL-10AF
(USA). El software empleado para el andlisis de los datos fue
LCsolution Shimadzu (USA).
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Para la identificacion y la cuantificacion, se empled la técnica de
HPLC con modificaciones de la metodologia planteada por Bhalla y
colaboradores (/3). Se utilizé una columna Supelcosil™ LC-18-DB
5,0 um (150 x 4,6 mm). La fase movil fue acetonitrilo-acido férmico
0,01% con gradiente lineal como se detalla a continuacion:
acetonitrilo-acido férmico 0,01% (10:90) 5,0 min; (70:30) 40,0 min;
(10:90) 10,0 min a un flujo de 0,5 mL/min. Una alicuota de 10 pL de
cada soluciébn que contenian las giberelinas se inyecté en el
cromatografo y fueron detectadas a una longitud de onda de 195 nm.
Previo al analisis cromatografico, todas las muestras fueron filtradas a
través de membranas (QLS) de 0,2 pm de poro.

Recta de calibracién

La recta de calibrado fue elaborada con un estandar del GAj,
empleando siete niveles con concentraciones de 1,0; 5,0; 10,0; 20,0;
30,0; 40,0 y 50,0 mg/kg. Las soluciones fueron preparadas al disolver
el estandar con acetonitrilo.

Analisis estadistico

La optimizacioén de los métodos de extraccion por lixiviacion y por
DSASE se realizO mediante un ANOVA multifactorial, previa
verificacion de los supuestos (normalidad, homocedasticidad e
independencia). Las diferencias estadisticas presentadas entre los
tratamientos se analizaron mediante la prueba de rangos multiples de
Tukey. La comparacion entre los métodos Optimos de extraccion se
realizd mediante la prueba t para diferencia de medias independientes
con varianzas iguales, previa verificacion de tal igualdad por el test F.
Los analisis fueron realizados empleando el software Statgraphics
centurién XI en modo demo.

Resultados y discusion

Recta de calibracién

El modelo obtenido a partir de la recta de calibracion explica el
99,51% de la variabilidad en las areas calculadas en funcion de la
concentracion. El limite de deteccion (LOD) se determind
experimentalmente eligiendo la menor concentracion del analito que
presentd una seflal cromatografica integrable y el limite de
cuantificacion (LOQ) se calculd aplicando la expresion LOQ = 10/3
LOD. Los resultados de la recta de calibracion se muestran en la Tabla
1.

Tabla 1. Parametros de la recta de calibracion

Analito Acido giberélico
Bo 0,00022
SD (Bo) 8,1543
B 21,2131
SD (B1) 0,3051
R? 0,9951
LOD (mg/kg) 0,30
LOQ (mg/kg) 1,00

By = Intercepto; ; = Pendiente
SD By = Desviacion estandar del intercepto
SD B, = Desviacion estandar de la pendiente.
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Evaluacion de las condiciones de la extraccion
solido-liquido

En el proceso de lixiviacion para la obtencion del GAj a partir de
semillas germinadas de maiz, se determiné que los factores método y
solvente de extraccion tuvieron un efecto estadisticamente
significativo sobre la concentracion del analito en estudio. Por el
contrario, el tiempo de extraccion (1 y 2 h) no mostré diferencias en
la obtencion del GAj. Los resultados obtenidos se presentan con una
significancia del 5% (Figura 2).

14,0
11,§71
12,0
S l
é 10,0
g 7,531
Z 80 6206 6,184 I
£ 0 L 5,501 5,810
=6
5 3,960
g2 40 I
3
s 20
S
0,0
1 2 U A B C D
Tiempo (h) Meétodo Solvente

Figura 2. Resultado de los factores empleados en la extraccion por lixiviacion [U: ultrasonido; A:
agitacion; D: acetato de etilo; C: metanol-acido formico 5% (80:20); B: acetonitrilo-acido formico
5% (80:20)]

El solvente con el cual se obtuvo la mayor extraccion del GAj
fue acetonitrilo—acido formico 5% (80:20), obteniéndose una
concentracion de 11,871 mg/kg para el GAjz (Figura 2). Esto
concuerda con los resultados obtenidos por Urbanova vy
colaboradores (/5), quienes realizaron extraccion del GAj3 en
Arabidopsis thaliana empleando diferentes combinaciones de
solvente y obtuvieron como mejor resultado la mezcla de
acetonitrilo-acido formico 5%. Vale la pena resaltar que el GA3 es un
analito de alta polaridad debido a la presencia de grupos funcionales
como carboxilos, hidroxilos y lactonas en su estructura (Figura 1),
por lo cual es mas afin con solventes con indices de polaridad alta
como el acetonitrilo y el metanol (37). Sin embargo, se podria decir
que el acetonitrilo fue mejor en la extraccion del GAj, debido a que
este solvente es buen aceptor de protones, por lo cual interactiia
facilmente con solutos hidrolixados tales como el GAj3, mientras que
el metanol es un donador de protones e interacciona mayormente con
solutos basicos (38). También es una ventaja la alta polaridad del
acetonitrilo, dado que evita la extraccion de compuestos lipidicos
que pueden interferir en el proceso de cuantificacion (39).

De los trabajados, el mejor método fisico fue la agitacion, pues
se obtuvo una concentracion de 7,531 mg/kg (Figura 2). Este
resultado podria estar relacionado con la ausencia de ondas en el
solvente extractor que pueden producir la degradacion del analito y,
por ende, conllevar a una disminucion en la concentracion del GAj3
extraido (40). De igual manera, el método de agitacion no conduce a
la disociacion de las moléculas de agua por lo cual no se generan
radicales hidroxilos que, eventualmente, podrian reaccionar con el
analito en estudio (41).

En resumen, las mejores condiciones evaluadas para extraer el
GAj; por medio del método de lixiviacion fueron: agitaciéon como
método fisico, acetonitrilo-acido formico 5% (80:20) como solvente
y una hora como tiempo de extraccion. Este tiempo fue el elegido
dado que permite extraer la misma cantidad de GA3 que al emplear
dos horas y, por tanto, fue el tratamiento mas eficiente.

Evaluacion de las condiciones de la extraccion DSASE

Para la extraccion por DSASE, los factores flujo y tiempo tuvieron
diferencias estadisticamente significativas, mientras que con el factor
solvente no se presentaron diferencias estadisticamente considerables,
con una significancia del 5% (Figura 3).
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Figura 3. Resultado de los factores empleados en la extraccion por DSASE [C: metanol-acido
formico 5% (80:20); B: acetonitrilo-acido formico 5% (80:20)]

El mejor flujo dentro de los dos niveles evaluados fue 0,4 mL/
min, pues permitid una desorcion rapida del analito presente en la
matriz. Lo anterior debido a que, posiblemente, al haber solvente
fresco en tiempos cortos, las interacciones solvente-matriz repetidas
veces conllevaron a un equilibrio quimico, lo que facilita la obtencion
de una mayor cantidad de analito extraido (24, 26). Finalmente, y
dado que el factor tiempo presentd diferencias significativas, siendo
25,0 min el tiempo que permitidé una mayor extraccion con una
concentracion del GA3 de 24,93 mg/kg, se escogid este valor como el
optimo para la extraccion por DSASE (Figura 3).

Lo anterior permitié determinar que las mejores condiciones
evaluadas para la extraccion del GA; por el método de DSASE
fueron: acetonitrilo-acido formico 5% (80:20) con 0,4 mL/min de
velocidad de flujo y un tiempo de extraccion de 25,0 min.

Al comparar los procedimientos de extraccion por lixiviacion y

DSASE, se encontrdé que las concentraciones medias obtenidas por
los dos métodos empleados fueron diferentes con un nivel de
confianza del 95%. Estos valores, asi como sus desviaciones estandar,
se muestran en la Tabla 2.
En la Tabla 2 se observa que la extraccion por DSASE fue la mas
eficiente, reportandose una concentracion del GA3 de 30,012 mg/kg.
Esta técnica tiene varias ventajas sobre la extraccion por lixiviacion
dado que presenta bajo consumo de solvente, emplea menor cantidad
de muestra, disminuye drasticamente los tiempos de extraccion y es
menos laboriosa al momento de implementarse (25).

48

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (2), 45-50.




Evaluacion de métodos de extraccion para la obtencion del acido giberélico en semillas germinadas de maiz (Zea mays L.)

Tabla 2. Concentracion de GA3 obtenida con los métodos de extraccion empleados Medias
+ desviacion estandar

Método de extraccion | Concentracion GAs (mg/kg)

Lixiviacion 15,062 + 3,431

DSASE 30,012 £ 4,121

Ademas, al ser un sistema dindmico la muestra esta continuamente
expuesta al disolvente fresco, lo cual promueve la transferencia de
analitos desde la matriz hasta el disolvente (24). Todo esto confirma
la bondad de esta técnica por lo cual es usada en la actualidad para la
obtencion de diferentes biomoléculas.

Conclusiones

Se evaluaron las mejores condiciones para la extraccion del acido
giberélico (GA3) en semillas de maiz (Zea mays L) por lixiviacion y
por DSASE. Para la primera metodologia los parametros 6ptimos
fueron agitacion, con acetonitrilo-acido férmico 5% (80:20) y una
hora. Para el segundo proceso las condiciones Optimas fueron
acetonitrilo-acido formico 5% (80:20), a un flujo de 0,4 mL/min y
25,0 min.

Se compararon los procedimientos de extraccion por lixiviacion
y por DSASE, siendo este ultimo el mejor método, debido a su alta
eficiencia y correspondiéndose con las tendencias de la quimica verde
al utilizar las minimas cantidades de disolvente y muestra.

Se aplicd por primera vez una metodologia de extraccion por
DSASE para la obtencion del GA; en semillas de maiz, obteniéndose
una concentracion del analito de 30,012 mg/kg. Este resultado abre el
camino para usar esta técnica en estudios posteriores en el campo de
los productos naturales.
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Nanoparticulas de paladio
soportadas en hidroxisales
laminares: uso potencial en
reacciones de Sonogashira

Palladium nanoparticles
supported in laminar
hydroxide salts: potential
use in Sonogashira

Nanoparticulas de paladio
suportadas em hidroxisais
laminares: uso potencial em
reaccoes de Sonogashira

reactions
Resumen Abstract Resumo
En este articulo se reporta la sintesis de This article reports the synthesis of | Neste artigo se reporta a sintese de

nanoparticulas de paladio soportadas en
hidroxisales de acetato de zinc y modificadas
con un surfactante (LHS-Zn-Ac/Pd° y LHS-
Zn-Suf/Pd°  respectivamente), mediante
insercion de [PdCl, > y su posterior
reduccion con etanol en reflujo. Con la
insercion de surfactante, la distancia
interlaminar de la hidroxisal de partida
(LHS-Zn-Ac) se incrementé de 13,8 A a
29,8 A, mientras que los materiales finales,
que contenian paladio metdlico registraron
distancias interlaminares de 22,4 A y 29,4 A
para LHS-Zn-Ac/Pd® y LHS-Zn-Suf/Pd’
respectivamente. Las hidroxisales de acetato
de zinc y de surfactante con nanoparticulas
metalicas de paladio incorporadas fueron
ensayadas como potenciales catalizadores en
la reaccion de Sonogashira partiendo de
fenilacetileno 'y  yoduros de arilo,
particularmente yodobenceno o 2-yodofenol,
dando lugar a difenilacetileno (32% de
rendimiento de producto aislado 'y
purificado) o 2-fenilbenzofurano (18%).
Todos los materiales inorganicos fueron
caracterizados mediante las  siguientes
técnicas: difraccion de rayos X (XRD),

microscopia electronica de barrido (SEM y
SEM-EDS), microscopia electronica de
transmision (TEM) y espectroscopia de
Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-
IR). Por su parte los compuestos orgénicos
se caracterizaron por resonancia magnética
nuclear ('H-NMR y "“C-NMR) vy
cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS).

palladium nanoparticles supported on zinc
acetate hydroxysalts and modified with a
surfactant (LHS-Zn-Ac/Pd’ and LHS-Zn-
Suf/Pd’ respectively), by insertion of
[PAC1,]* and its subsequent reduction with
ethanol at reflux. With the surfactant
insertion, the interlaminar distance of the
starting hydroxysalt (LHS-Zn-Ac) increased
from 13.8 A to 29.8 A, while the final
materials  containing palladium  metal
registered interlaminar distances of 22.4 A
and 29.4 A for LHS-Zn-Ac/Pd” and LHS-Zn-
Suf/Pd° respectively. Zinc acetate
hydroxysalt and surfactant with incorporated
palladium metal nanoparticles were tested as
potential catalysts in the Sonogashira
reaction starting from phenylacetylene and
aryl iodides, particularly iodobenzene or 2-
iodophenol, giving diphenylacetylene (32%
yield of isolated and purified product) or 2-
phenylbenzofuran (18%). All inorganic
materials were characterized by the
following techniques: X-ray diffraction
(XRD), scanning electron microscopy (SEM
and SEM-EDS), transmission electron
microscopy (TEM) and Fourier transformed
infrared spectroscopy (FT-IR). The organic
compounds were characterized by nuclear
magnetic resonance (‘H-NMR and '*C-
NMR) and gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS).

Palabras clave: hidroxisales, laurilsulfato de
sodio, paladio, acoplamiento C-C tipo
Sonogashira, difenilacetileno,
2-fenilbenzofurano.

Keywords: hydroxide salts, sodium lauryl
sulfate, palladium nanoparticles, Sonogashira
C-C coupling reactions, diphenylacetylene,
2-phenylbenzofuran.

nanoparticulas de paladdio suportadas em
hidroxisais de acetato de zinco e modificadas
com um surfactante (LHS-Zn-Ac/Pd’ e LHS-
Zn-Suf/Pd®  respectivamente),  mediante
insercdo de [PACl,]* para depois fazer uma
reducdo com etanol em refluxo. Com a
insercdo do surfactante, a distancia
interlaminar da hidroxisal inicial (LHS-Zn-
Ac) aumentou de 13,8 A até 29,8 A, enquanto
que os materiais finais que continham paladio
metalico registraram distancias interlaminares
de 22,4 A até 29,4 A para LHS-Zn-Ac/Pd’ e
LHS-Zn-Suf/Pd° respectivamente. As
hidroxisais do acetato de =zinco e do
surfactante com nanoparticulas metalicas de
paladio incorporadas foram testados como
potenciais catalisadores na reagdo de
Sonogashira a partir de fenilacetileno e
iodetos de arilo, particularmente iodobenzeno
ou 2-iodofenol, levando respectivamente
difenilacetileno (32% de rendimento de
produto isolado e purificado) ou 2-
fenilbenzofurano (18%). Todos os materiais
inorganicos foram caracterizados pelas
seguintes técnicas: difracdo de raios X
(XRD), microscopia eletronica de varredura
(SEM e SEM-EDS), Microscopia Eletronica
de Transmissdo (TEM) e espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR). Por outro lado, os compostos
organicos  foram  caracterizados  por
ressondncia magnética nuclear (‘H-NMR y
BC-NMR) e cromatografia gasosa acoplada a
massa (GC-MS).

Palavras-Chave: hidroxisais, laurilsulfato de
sodio, paladio, acoplamiento C-C tipo
Sonogashira, difenilacetileno,
2-fenilbenzofurano.
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Introduccion

En la actualidad hay un interés creciente por los materiales
inorganicos laminares, su manipulacién permite especies huéspedes
intercambiables que le confieren diferentes propiedades fisicas y
quimicas al material sintetizado, dado que entre sus laminas se
pueden alojar polimeros, biomoléculas, moléculas neutras o iones
tanto organicos como inorganicos (/, 2). Entre estos materiales
laminares se encuentran los hidroéxidos metalicos que poseen
aniones, utilizados para la obtencién de estructuras en dimensiones
nanométricas, con reconocidas aplicaciones: como material de
soporte para catalizadores (3, 4), en la industria como retardantes de
llamas (5), tamices moleculares o intercambio de iones y adsorbentes
(6, 7), entre otras.

Particularmente, las propiedades fisicoquimicas y aplicaciones
de hidroxisales laminares (LHS) han sido poco estudiadas. Hay
reportes de un compuesto relacionado, conocido como hidroxiacetato
de zinc (4, 8), con formula general Zns(OH)g(A™ ), 2H,0, en el que
la cuarta parte de los octaedros coordinados al ion zinc es
reemplazada por dos tetraedros coordinados al zinc, localizados por
encima y debajo del plano, coordinando moléculas de agua en el
vértice del tetraedro (9). Estos materiales pueden servir como soporte
de especies metalicas para ser utilizados en reacciones de catalisis en
fase heterogénea, permitiendo la reutilizacion del catalizador y
proporcionando mayor utilidad industrial y, por lo mismo, beneficios
econdmicos y ambientales.

Algunos de los métodos reportados en la literatura (/0) para la
sintesis de hidroxisales son: (i) método de coprecipitacion, (ii)
método sal-oxido y (iii) tratamiento hidrotérmico. Otros métodos se
basan en reacciones de hidrdlisis que se producen cuando se aflade
agua a complejos metalicos que se forman en las disoluciones de los
cationes.

Por otra parte, el paladio es utilizado como catalizador en una
variedad de reacciones organicas, dentro de las cuales las reacciones
de acoplamiento C-C (I/) juegan un importante rol en la quimica
organica sintética, ya que sus productos tienen diversas aplicaciones
como intermediarios en la preparacion de productos naturales y
compuestos bioactivos (/2). Desde el punto de vista de la catalisis,
las nanoparticulas de paladio han sido usadas en una variedad de
reacciones quimicas incluyendo las reacciones de acoplamiento C-C
tipo Heck, Suzuki, Sonogashira y Stille (3, 14).

Ademas de la sintesis de derivados de acetileno, la reaccion de
Sonogashira permite también la preparacion de heterociclos
condensados, lo cual ha sido demostrado en la sintesis de productos
como vignafurano y cicerfurano (15, 16), productos de interés por su
potencialidad farmacolégica (/7). Aunque hay reportes que
describen el uso de nanoparticulas de paladio soportadas en arcillas
anidnicas modificadas en reacciones de Sonogashira (5, 18, 19),
hasta la fecha no se ha reportado su uso en la obtenciéon de
heterociclos condensados.

Con la expectativa de que las moléculas de surfactante actiien
como plantilla para aumentar el espacio interlaminar, el area
superficial y la lipolificidad de las hidroxisales laminares de este
estudio, similar a como se reporté en hidroxidos dobles laminares
(20), se sintetizaron dos nuevos materiales laminares con
nanoparticulas de paladio soportadas (LHS-Zn-Ac/Pd’ y LHS-Zn-
Suf/Pd®), mediante una modificacién del procedimiento reportado
por Martinez y colaboradores (27).

Se realizaron estudios preliminares de la actividad de estos
materiales como potenciales catalizadores en reacciones de
acoplamiento tipo Sonogashira, especificamente para la sintesis de
difenilacetilenos y benzofuranos. El método utilizado se basa en el
intercambio de la hidroxisal de acetato de zinc con surfactante
seguida de intercambio con el anién tetracloropaladato ([PdC1,]*) y
la posterior reduccion del paladio alli contenido. En este articulo se
describen los procedimientos llevados a cabo y los respectivos
resultados.

Materiales y métodos

Reactivos

Los reactivos utilizados proceden de fuentes comerciales: Sigma-
Aldrich: ZnO (99+% pureza), Zn(OAc),-2H,0 (98+% pureza), 2-
yodofenol (98%), fenilacetileno (98%), yoduro cuproso (Cul) (98%);
Carlo Erba CH;(CH,);;0S0;Na (92%), Alfa-Aesar: K,[PdCl,]
(99,99%) y Calbiochem: acetato de potasio (KOAc) (99,9%).

Sintesis de materiales inorganicos

En la Figura 1 se presenta la secuencia grafica para la preparacion de
los materiales inorganicos, cuyo procedimiento experimental se
describe a continuacion:

Etapa 1. Sintesis de hidroxisales de acetato de zinc (LHS-Zn-Ac)
La sintesis de hidroxisales de acetato de zinc se llevd a cabo de
acuerdo a lo reportado en la literatura (27). Se mezclaron 83 g (1 mol)
de oxido de zinc (ZnO) con 310 g (1,4 mol) de acetato de zinc
dihidratado (Zn(OAc),'2H,0) en 2,5 L de agua destilada y
desionizada. La mezcla se agit6 a 2000 rpm durante 34 h bombeando
nitrégeno (N,) cada hora. Después de 34 h de reaccion, la mezcla se
dejo de agitar y el material se lavd dos veces con agua destilada y
desionizada sin verificacion de la desionizacion total, filtrando la
mezcla con un sistema convencional de vacio. Se dejaron secar las
muestras por dos dias al aire libre, a temperatura ambiente, sin el uso
adicional de solventes de secado. El producto final fue un sélido
blanco, se peso y se obtuvieron 406 g de LHS-Zn-Ac.

Etapa 2. Sintesis de LH S-Zn-Suf: intercambio de la hidroxisal de
acetato de zinc con surfactante (laurilsulfato de sodio)

Se mezclaron 200 g de LHS-Zn-Ac y 203 g (0,7 mol) de laurilsulfato
de sodio (CH;(CH,);;OSO;Na) en 2,5 L de agua destilada y
desionizada, bombeando nitrogeno (N,) cada hora; la mezcla se agitd
a 2000 rpm durante 24 h bajo condiciones ambientales. Después, el
material se lavo dos veces con agua destilada y desionizada filtrando
la mezcla con un sistema convencional de vacio. Se dejaron secar las
muestras durante cinco dias al aire libre, a temperatura ambiente y sin
el uso de solventes de secado. El producto final fue un sélido blanco
del que se obtuvieron 141 g (LHS-Zn-Suf).
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ZnO + Zn(CH,CO0),

LHS-Zn-Ac

PdCl>

HS-Zn-Ac/PdCl,*

Etanol en reflujo

LHS-Zn-Ac/Pd°

Reaccion Sonogashira (sintesis de

difenilacetileno y 2-fenilbenzofurano /

Figura 1. Sintesis de los materiales inorganicos

Etapa 3. Sintesis de LHS-Zn-Ac¢/[PdCl,)> y LHS-Zn-Suf/
[PdC1,]*: intercambio de las hidroxisales precursoras con el
anién [PdCL|*

Las dos hidroxisales sintetizadas (LHS-Zn-Ac y LHS-Zn-Suf) se
sometieron a intercambio con tetracloropaladato (II) de potasio (K,
[PACl,]), utilizando los procedimientos reportados en la literatura
(21), pero variando la concentracion del complejo de paladio. Se
prepar6 una solucion de K,[PdCl,] a una concentracion de 2,7 g/L (el
doble de la concentracion utilizada por Martinez y colaboradores
(21)), pesando 4,8 g del compuesto en 1,75 L de agua destilada y
desionizada. Luego, se pesaron 17,5 g de LHS-Zn-Ac que se
adicionaron a una batidora industrial y 1,75 L de la solucién; se
bombed nitrogeno (N,) durante 5 min cada hora.

Se tomo la precaucion de realizar la reaccion bajo atmosfera
inerte con el fin de prevenir la formacion de carbonatos que pueden
ser derivados de la reaccion del material con CO,. La mezcla se agitd
a 2000 rpm durante 48 h bajo condiciones ambientales para LHS-Zn-
Ac y 24 h para LHS-Zn-Suf. Después, el material se lavo dos veces
con agua destilada y desionizada filtrando la mezcla con un sistema
convencional de vacio; se dejaron secar las muestras durante cinco
dias al aire libre, a temperatura ambiente y sin el uso de solventes de
secado. Al final, se obtuvieron 12,9 g de LHS-Zn-Ac/[PdCl,]* como
un sélido café. El mismo procedimiento se llevo a cabo con LHS-Zn-
Suf preparando una solucion de K,[PdCl,] a una concentracion de 2,7
g/L, a partir de 3,4 g en 1,25 L de agua destilada y desionizada.
Luego se parti6 de 12,5 g del compuesto para obtener 9,1 g de LHS-
Zn-Suf/[PdCl,]* como un solido café.
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auril sulfato de sodio

LHS-Zn-Suf

PdCI¢

LHS-Zn-Suf/PdCl,?

Etanol en reflujo

LHS-Zn-Suf/Pd®

Etapa 4. Sintesis de LHS-Zn-Ac¢/Pd’ y LHS-Zn-Suf/Pd":
reduccion de paladio en las hidroxisales modificadas

El paladio contenido en los materiales (LHS-Zn-Ac/[PdCl,]* y LHS-
Zn-Suf/[PdCl,]*) se sometié a reduccion a paladio metalico a partir
de reflujo en etanol (21, 22). Se pesaron 12,0 g de LHS-Zn-Ac/
[PAC1,]*" y se adicionaron 300 mL de etanol en un balon de fondo
redondo de 500 mL. Se realiz6 el montaje de reflujo y se controlo la
temperatura en un bailo de aceite entre 77-80 °C con una velocidad de
agitacion constante durante 2 h. La muestra se dejo decantar y se
centrifugd 6 veces lavando el material con etanol (5000 rpm durante 5
min); se pasaron a un vidrio de reloj dejando secar al aire libre, a
temperatura ambiente y sin el uso adicional de solventes, durante
ocho dias. Al final del proceso se obtuvieron 11,7 g de LHS-Zn-Ac/
Pd® como un sélido negro. El mismo procedimiento se llevé a cabo
con 12,0 g LHS-Zn-Suf/[PdCl,]*~ donde hubo una pequefia variacién
en la temperatura entre 78-82 °C, al final se obtuvieron 8,1 g de LHS-
Zn-Suf/Pd’ como un sélido negro.

Caracterizacion inorganica

Las fases cristalograficas de los materiales en polvo preparados se
visualizaron por medio de los patrones de difraccion de rayos X, que
se obtuvieron usando un difractémetro Rigaku MiniFlex II, equipado
con una fuente de alto voltaje de 30 kV y 15 mA de corriente. Los
analisis se realizaron a una velocidad de 5 °/min en el rango de
1,2-70° en 26. El porcentaje del anion laurilsulfato en los materiales
laminares se determind mediante el método de sustancias activas al
azul de metileno (SAAM), un colorante cationico (23).
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La morfologia de los materiales se observd por microscopio
electronico de barrido de alta resolucion con energia dispersiva
(SEM por su sigla en inglés); el equipo empleado fue un modelo
Quanta 250 de FEI. La fuente de electrones es de tungsteno y provee
una resolucion de 3.0 nm a 30 KV en todos los modos de operacion.
El microscopio cuenta con un sistema analitico de rayos X EDAX
modelo Genesis Apex 2i para hacer andlisis quimico a nivel
superficial.

La identificacion de las nanoparticulas formadas en la reaccion
de reduccion se realizdo en un microscopio electronico de
transmision, (TEM por su sigla en inglés), Jeol 1200 EX. A partir de
la espectroscopia de infrarrojo (IR) se analiz6 la presencia o ausencia
de grupos funcionales claves. Los analisis fueron realizados en el
equipo FT-IR marca ThermoFischer SCIENTIFIC referencia
Nicole™t iS™ 5 con detector DTGS y divisor de haz KBr.

Analisis de los compuestos organicos

Los productos organicos se monitorearon por cromatografia de
capa delgada (TLC) que se llevo a cabo en silica gel (Kieselgel 60
F254 sobre aluminio) y se visualiz6 utilizando luz UV de 254 nm de
longitud de onda. Ademas, las reacciones se siguieron por
cromatografia de gases (GC) acoplado a espectrometria de masas
(MS) analizadas en el cromatografo GC-MS-QP2010 Ultra marca
Shimadzu.

Se utilizd una columna DB-1 para GC-MS (1%
difenildimetilpolisiloxano, 30 m, 0,25 mm, 0,25 um). La
programacion del horno inicié6 en 50 °C (durante 2 min), se
increment6 hasta 200 °C a 20 °C/min (durante 2 min) y, finalmente,
se llevo a 300 °C a razén de 20 °/min (durante 3 min). Se analiz6 1
pL de la muestra en el inyector a 280 °C con un split 5 y una
velocidad de flujo 0,7 mL/min. Con respecto a las condiciones de MS
la temperatura de fuente de iones fue 290 °C y la temperatura de
interfase de 300 °C. El tiempo de corte de solvente fue 6 min y el
tiempo final del analisis fue 19,5 min.

Con el uso de cromatografia de columna se purificaron los
productos de acoplamiento Sonogashira (difenilacetileno y 2-
fenilbenzofurano), usando silica gel Kieselgel 60 marca Merck como
fase estacionaria. Los compuestos fueron caracterizados por 'H-NMR
y BC-NMR, en un espectrometro Bruker Avance II 400 MHz,
utilizando CDCl;.

Sintesis de difenilacetileno
En un balon de tres bocas de 25 mL se mezclaron 114 pL de
yodobenceno (1 mmol), 140 pL de fenilacetileno (1,25 mmol), 147
mg de KOAc (1,5 mmol) y 50 mg de catalizador (LHS-Zn-Ac/Pd° o
LHS-Zn-Suf/Pd°) en 2 mL de N,N-dimetilformamida (DMF), bajo
atmosfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se agitd a 500 rpm,
controlando la temperatura de reflujo entre 110-112 °C durante 45
min. Se realizo el seguimiento de la reaccion con TLC y GC-MS,
luego la reaccion se filtr6 con DMF y se realizé una extraccion
liquido-liquido con éter etilico-agua.

Después, se realizd cromatografia de columna eluyendo con
100% éter de petrdleo, obteniendo un sélido blanco con punto de
fusién 58-59 °C. 'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 8/ppm = 7,49-7,43 (m,
4H), 7,31-7,23 (m, 6H); “C-NMR (CDCj, 101 MHz): 8/ppm =
131,6, 128,3, 128,2, 123,3, 89,4; MS (EIL, 70 eV) m/z (% intensidad
relativa, ion): 178 (100, [M']), 152 (20), 126 (6), 89 (9), 76 (12).

Sintesis del 2-fenilbenzofurano

En un balén de tres bocas de 25 mL, se mezclaron 224 mg de 2-
yodofenol (1 mmol), 147 mg de KOAc (1,5 mmol), 50 mg de
catalizador (LHS-Zn-Ac/Pd° o LHS-Zn-Suf/Pd’), 16 mg de Cul
(cuando se realiza con co-catalizador) y se gotearon 140 pL de
fenilacetileno (1,25 mmol) en 2 mL de DMF, bajo atmdsfera de
nitrogeno. La mezcla de reaccion se agit6 a 500 rpm, controlando la
temperatura de reflujo entre 112-113 °C durante 45 min. Se realiz6 el
seguimiento de la reaccién con TLC y GC-MS. Luego, la mezcla de
reaccion se filtr6 con DMF y se realiz6 una extraccion liquido-
liquido con éter etilico-agua. Después se realizd cromatografia de
columna eluyendo con 100% éter de petrdleo, obteniendo un sélido
blanco con un punto de fusién 119-120 °C. '"H-NMR (CDCl,, 400
MHz): §/ppm = 7,82-7,76 (m, 2H), 7,53-7,15 (m, 7H), 6,95 (d, 1H, J
= 0,8 Hz); “C-NMR (CDCl;, 101 MHz): 8/ppm = 155,9, 154,9,
130,5, 129,2, 128,8, 128,6, 124,9, 124,3, 122,9, 120,9, 111,2, 101,3;
MS (EL, 70 eV) m/z (% intensidad relativa, ion): 194 (100, [M)),
165 (68), 139 (10), 115 (5), 97 (9), 82 (11).

Resultados y discusion

Materiales inorganicos

En la Figura 2 se muestran los patrones de difraccion de rayos X de
los materiales de partida, ZnO y Zn(CH;COO), asi como el material
sintetizado reportado en la literatura (21). Al comparar los patrones de
difraccion del ZnO y Zn(CH;COO), con la Figura 2¢ (LHS-Zn-Ac)
se observa la formacion de un nuevo material laminar producto de la
reaccion entre éstos. El pico observado para LHS-Zn-Ac (Figura 2c)
indica un tipo de reflexion que revela la formacién de un espacio
interlaminar correspondiente a 13,8 A. Este espacio interlaminar es
igual al reportado por Martinez y colaboradores (13,8 A) (21). Los
picos que aparecen correspondientes a 6,8 A y 4,5 A son asignados al
segundo y tercer orden de reflexion del espaciamiento interlaminar,
respectivamente.

Con el propdsito de mejorar la lipolificidad de los catalizadores
heterogéneos, el material sintetizado (LHS-Zn-Ac) se intercambid
con laurilsulfato de sodio para aumentar el espacio interlaminar y el
area superficial (20). En la Figura 3 se observa el patron de difraccion
que ilustra el efecto del intercambio en la estructura del material, que
evidencia un aumento en el espacio interlaminar de 13,8 A a 29,8 A.
Lo anterior se puede atribuir al fendmeno de estratificacion de las
moléculas de laurilsulfato (9), teniendo en cuenta que la literatura
reporta una longitud de 22,3 A del anion surfactante (24). Los picos
que aparecen a 6,1 °y 9,4 © en el eje 20 dan lugar a distancias de 14,3
Ay 9,4 A respectivamente y son asignados, a su vez, al segundo y
tercer orden de reflexion del espaciamiento interlaminar, mientras que
el pico a 2,2 ° genera un espacio interlaminar de 40,9 A que puede
atribuirse a una fase diferente del material, debido a un ordenamiento
diferente del ion surfactante.
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Al contrastar los tres difractogramas de la Figura 4 se evidencian
los cambios en el espacio interlaminar y la intensidad de las sefales
en los tres materiales sintetizados. El material precursor LHS-Zn-Suf
presenta un espacio interlaminar a 29,8 A (3,0 ° en eje 20), que luego
es intercalado con los complejos de paladio aumentando el espacio
interlaminar a 31,6 A (2,8 °); estos datos concuerdan con lo
reportado por Shiyong y colaboradores (20). Finalmente, en la
reduccion de paladio se conserva parte de la interldmina mostrando
la sefial de paladio metalico en el material LHS-Zn-Suf/Pd’, en el
cual se evidencia un espacio interlaminar de 29,4 A (3,0 °), ademas
del pico alrededor de 40 °, caracteristico del paladio metalico (20).
Al ampliar el patron de 20 ° a 50 ° (Figura 4d) se observa una sefial
mas clara de paladio y no se observan las sefiales caracteristicas de
Zn0O, lo que permite sustentar que la estructura laminar del material
permanece sin sufrir descomposicion. El contenido estimado de
laurilsulfato de sodio en el LHS-Zn-Suf/Pd® fue del 2,1%, medido
mediante el método sustancias activas al azul de metileno (23).

Por otra parte, en la Figura 4 también se observa que la intensidad
de los difractogramas es diferente en el intercambio y reduccion de
las especies, mostrando un cambio de ordenamiento de la ldmina. En
la reduccion final del material se observan los picos del precursor
con menor intensidad, lo que permite deducir que parte del material
conserva la interldmina mientras otra sufre exfoliacion o
delaminacion (25, 26).

Lo anterior se puede evidenciar en la morfologia del material
con las imagenes de SEM, al observar un cambio en las laminas de la
hidroxisal.

En la Figura 5 se comparan los difractogramas de (a) LHS-Zn-
Ac, (b) LHS-Zn-Ac/[PdCl,]*, (c) LHS-Zn-Ac/Pd’, y se observan los
cambios en el espacio interlaminar y el ordenamiento de las
estructuras sintetizadas a partir de la intensidad de las sefiales. El
material precursor LHS-Zn-Ac presenta un espacio interlaminar de
13,8 A (6,4 ° en el eje 20), el material LHS-Zn-Ac/[PdCl,]* presenta
un aumento del espacio interlaminar a 22,4 A (3,99 y finalmente en
el LHS-Zn-Ac/Pd° se conserva la interlamina presentando la sefial de
paladio metalico alrededor de 40 °. Aunque se muestre el mismo
espacio interlaminar después de la reduccion, posiblemente se debe a
la falta de reducciéon total del [PdCl,]> o la presencia de
nanoparticulas muy pequeifias (inferiores a 2 nm), como se evidencia
en las imagenes de TEM. Al ampliar el patrén de 20 ° a 50 ° (Figura
5d) se observa una sefial de paladio metalico alrededor de 40 ° lo que
indica la presencia de metal en el material (27). No se observa ZnO
(Figura 2a), lo que permite deducir que el material sintetizado no ha
sufrido descomposicion laminar.
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Al igual que el material LHS-Zn-Suf/Pd’, que sufri6 exfoliacion
como lo muestran los picos 29,4 y 14,3 de la Figura 4, el LHS-Zn-
Ac/Pd° también sufrié delaminacién por cuanto se observa la misma
tendencia (Figura 5). El pico agudo que se observa a 2,7 ° en el eje
20 del difractograma corresponde a un espacio interlaminar de 32,2
A (Figura 5c), mostrando otra fase cristalografica que puede
atribuirse al reordenamiento de los iones acetatos y posiblemente a
un contenido remanente de [PdCl,]* sin reducir.

La Figura 6 muestra la morfologia del material precursor (LHS-
Zn-Ac) y el material intercambiado con laurilsulfato (LHS-Zn-Suf).
Las microfotografias de ambos materiales evidencian la formacion
de laminas u hojuelas que se van modificando cuando se les inserta
otras especies.

A partir de SEM-EDS, se realizo un analisis semicuantitativo de
la composicion porcentual de LHS-Zn-Ac y LHS-Zn-Suf. Los
resultados evidencian que se incorpora azufre al material laminar, el
cual proviene del laurilsulfato de sodio intercambiado con acetato
(Tabla 1).
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La morfologia de los materiales sintetizados con acetato y
surfactante sufre modificaciones durante el intercambio con el
complejo anidnico de paladio y su posterior reduccion a paladio
metalico, que se ven reflejadas en las imagenes de las Figuras 7 y 8.
Es evidente que la morfologia de los materiales pierde uniformidad
en el proceso, lo cual es coherente con las diferencias de intensidad
observadas en los difractogramas (Figuras 4 y 5). Por su parte, la
composicion porcentual de los elementos en areas especificas
delimitadas de los materiales también se puede obtener
cualitativamente a partir del analisis por SEM-EDS. Los resultados
para LHS-Zn-Ac/[PdCl,]* y LHS-Zn-Ac/Pd’ se muestran en la Tabla
1, lo mismo que para LHS-Zn-Suf/[PdC1,]* y LHS-Zn-Suf/Pd’. En
ambos casos, los cambios de composicion de un material con
respecto a otro, en la respectiva secuencia sintética, se deben a que la
reduccion del paladio libera aniones cloruro que quedan
estabilizando las laminas de la hidroxisal (29). Por su parte, el
aumento del Pd se debe posiblemente a la aglomeracion de las
nanoparticulas de paladio en determinadas areas de los materiales
donde se focalizo el analisis.
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Figura 6. Imagenes de SEM para: (a) el material precursor LHS-Zn-Ac y (b) LHS-Zn-Suf

Tabla 1. Porcentajes de los elementos que conforman las hidroxisales estimados por la técnica de SEM-EDS

Figura 7. Imdgenes de SEM a 41000 x de hidroxisales con acetato a) LHS-Zn-Ac, b) LHS-Zn-Ac/[PdCI4]2' yQ LHS-Zn-Ac/PdO

Material | LHS-Zn- | LHS-Zn- LHS-Zn- | LHS- LHS-Zn- LHS-Zn-
Elemento Ac Ac/[PACL]* |  Ac/Pd’ Zn-Suf | Suf/[PdCl,]* | Suf/Pd’

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

C 7,1 3,9 3,1 24.6 18,9 5,7

0 26,5 17,3 17,1 18,4 18,6 14,6

S 8,7 7,5 33

Zn 66,4 74.4 61,8 483 50,9 44.4

Cl 1,5 2,3 0,1 0,9

Pd 2.8 15,8 4,0 31,1
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Figura 8. Iméagenes de SEM a 41000 x de hidroxisales con surfactante a) LHS-Zn-Suf, b) LHS-Zn-Suf/[PdCI4]2' y ) LHS-Zn-Suf/Pd0

La formacion de nanoparticulas de paladio soportadas en los
materiales laminares en la reduccion de los precursores que
contienen [PdCl,]> bajo reflujo en etanol, observadas en los
difractogramas (Figuras 4c y 5c), se puede confirmar mediante la
técnica de microscopia electronica de transmision, (TEM segin su
sigla en inglés), Figuras 9a y 9c. Las respectivas imagenes muestran
las fotografias de las nanoparticulas de paladio metalico con un
tamafio menor de 10 nm, un valor similar al reportado en la literatura
(30). Probablemente este tamafio también se deba a la aglomeracion
de muchas nanoparticulas de paladio en algunas areas, dado que
adicionalmente se observan particulas mucho mas pequeiias en otras
areas.

Los espectros infrarrojos con transformada de Fourier (FT-IR) de
los materiales (a) LHS-Zn-Ac (b) LHS-Zn-Ac/[PdCl,]* y (c) LHS-
Zn-Ac/Pd° se muestran en la Figura 10, y los datos de cada sefial se
presentan en la Tabla 2. Ademas de las sefiales esperadas para enlace
C-H (29, 31), se observa una banda ancha e intensa en la region de
3600-3000 cm’!, asignada a los modos vibracionales del grupo
hidroxilo (OH) en el material inorganico y de las moléculas de agua
(31). Particularmente, en el espectro FT-IR del precursor LHS-Zn-Ac
se observan tres bandas de absorcion a 3396, 3482 y 3573 cm™.
Mediante espectroscopia Raman, estas sefiales se han atribuido a los
grupos OH de las laminas inorganicas de las posiciones octaédricas o
tetraédricas de la hidroxisal (29).

Figura 9. Iméagenes de TEM de los materiales sintetizados a) LHS-Zn-Ac/PdO, b) aumento en el area marcada de (a), c) LHS-Zn-Suf/Pd0 y d) aumento en el area marcada de (c)
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Figura 10. Espectros FT-IR de los materiales sintetizados (a) LHS-Zn-Ac (b) LHS—Zn—Ac/[PdC|4]2', © LHS-Zn-Ac/Pd0

Igualmente, en relacion con lo reportado en la literatura (32, 33),
se observan claramente en todos los materiales las sefiales
correspondientes a la vibracion asimétrica y simétrica del grupo
carbonilo (1560 cm™ y 1430-1350 cm™ respectivamente). En el
presente trabajo se observa una sefial a 1394 cm™! para el LHS-Zn-
Ac, pero de 1390 cm™ para el material intercambiado y reducido
(LHS-Zn-Ac/[PdCl,]*, LHS-Zn-Ac/Pd°).

Tabla 2. Numeros de onda (cm'l) asignados a las bandas de vibracion de las hidroxisales con
acetato

Grupos LHS-Zn- LHS-Zn- LHS-Zn-
funcionales Ac Ac/[PACL]* | Ac/Pd®
(cm") (cm’l) (cm")
OH 3600- 3600-3000 3600-
3000 3000
v,CH; 2984 - -
v,CH; 2936 - -
0,,CO0" 1551 1560 1560
COO 1394 1390 1390
CH; 1337 1339 1338
MO - 581 -
ZnOH 474 472 472
Zn0O 420 418 419

Biswick y colaboradores (37) reportan que la naturaleza y grado
de interaccion del ion acetato con la matriz catidnica puede ser
inferida de la diferencia de energia (Av) de las vibraciones de tension
asimétricas y simétricas del ion carboxilato como se muestra en la
Tabla 3. De acuerdo al (Av) calculado en los tres materiales, es
posible afirmar que el modo de coordinacion del ion carboxilato al
atomo de zinc es unidentado (31, 32, 34).

Tabla 3. Nimeros de onda asignados a las bandas de vibracion del grupo COO-

Material ) v Av Modo de
asimétrica | simétrica (cm™) | coordinacion
(cm™) (cm)
LHS-Zn-Ac 1552 1395 157 Unidentado
LHS-Zn- 1559 1390 169 Unidentado
Ac/[PdCl4]*
LHS-Zn- 1560 1390 170 Unidentado
Ac/Pd°

Las vibraciones caracteristicas del ion acetato disminuyen en el
material LHS-Zn-Ac/[PdCl,]*, por la insercién del ion [PdCl,]* en
el espacio interlaminar, que se confirma por la apariciéon de una
banda a 581 cm’, atribuible a una vibracion tipo metal-oxigeno
como lo reporta la literatura (35). En el material reducido LHS-Zn-
Ac/Pd® la ultima vibracién no se observa en el espectro FT-IR
(Figura 10c) posiblemente porque el paladio ya no se encuentra
coordinado.
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Por su parte, en los materiales con surfactante LHS-Zn-Suf,
LHS-Zn-Suf/[PdCL,]*, LHSZn-Suf/Pd’, las sefiales FT-IR (Figura
11) son las mismas con respecto a los materiales analogos con
acetato (Figura 10), excepto por las siguientes sefiales: 3647 cm™,
2920 cm™, 2850 cm™ y 1120 cm’. Estas sefiales corresponden a
vibraciones de tension del OH del agua (37), vibracion asimétrica y
simétrica del grupo CH, y a la vibracion de enlaces S=O,
respectivamente, que se originan por la presencia de moléculas de
surfactante (Tabla 4). Igual que en los materiales con acetato se
observa la misma tendencia a exhibir la sefial a 581 cm™ que
evidencia la insercion del ion [PdCl,]*, pero en estos materiales la
sefial no desaparecio del todo después de la reaccion de reduccion,
sugiriendo que no se llevo a cabo una reduccion completa de paladio.
Una relacion mas detallada y comparativa de las diferentes sefiales
exhibidas por todos los materiales estudiados y su respectiva
asignacion se presenta en la Tabla 4. Estos valores son muy similares
a los reportados por Menezes al utilizar laurilsulfato y mostrar una
sefial a 1222 em™ (38, 39). Las sefiales por debajo de 900 cm™ son
vibraciones de la estructura laminar que involucran el cation
metalico como vibraciones Zn-O y Zn-OH (36).

Tabla 4. Numeros de onda (cm'l) asignados a las bandas de vibracion de las hidroxisales con

surfactante
Grupos LHS- LHS- LHS-Zn- LHS-Zn-
funcionales | Zn-Ac | Zn-Suf | Suf/[PdCls]* Suf/Pd®
(cm™) (cm™!) (cm™) (cm™!)
OH 3600- | 3650- | 36503000 | 3650-3000
3000 3000
VasCH3 2984 2955 2956 2956
vsCH3 2936 - - -
VasCH2 - 2917 2918 2920
vsCH2 - 2849 2850 2851
VasCOO" 1551 - - 1560
vsCOO" 1394 - - 1395
CH3 1337 - - 1338
CH2 - 1468 1467 -
S=0 - 1222 1221 1217
MO - - 583 584
ZnOH 474 474 463 471
ZnO 420 418 429 420
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Figura 11. Espectros FT-IR de los materiales (a) LHS-Zn-Ac, (b) LHS-Zn-Suf, (c) LHSZn-Suf/[PdCI4]2', (d) LHS-Zn-Suf/pd?

Reaccion de Sonogashira

Después de caracterizar los materiales inorganicos, se compar6 la
reactividad de cada uno de estos en la reaccion de acoplamiento
Sonogashira entre un haluro de arilo y un acetileno terminal. Primero
se experimentd con la reaccidbn de Sonogashira clasica entre
yodobenceno y fenilacetileno de acuerdo a lo reportado en la
literatura (39). Luego a partir de estas condiciones se sintetizd 2-
fenilbenzofurano.

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (2), 51-65.

Sintesis de difenilacetileno
La Figura 12 muestra la sintesis de difenilacetileno utilizando los dos
catalizadores; ambas reacciones conducen al mismo producto cuando
se realiza con y sin Cul.

La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos al realizar la sintesis
de difenilacetileno con y sin Cul utilizando como base KOAc y 2 mL
de DMF como solvente durante 45 min. Al mismo tiempo se tomo la
precaucion de utilizar atmoésfera de nitrégeno y una menor cantidad
de fenilacetileno con el fin de evitar el producto de
homoacoplamiento en la reaccion.
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Con y Sin Cul
HC
i S
0 0
+ LHS-Zn-Ac/Pd o LHS-Zn-Suf/Pd
KOAc, DMF, N,, 110°C
! 2 45 min. 3
Figura 12. Sintesis de difenilacetileno con y sin Cul LHS-Zn-Ac/pd" y LHS-Zn-Suf/Pd®
Tabla 5. Rendimientos en la sintesis de difenilacetileno
Experimento | Reactivo | Reactivo 2 Base Catalizador Co-catalizador | 94 Rendimiento
1 (mmol) (mmol) KOAc (mg) (mg)
(mmol)
1 LHS-Zn-Ac/Pd Cul
1,0 L1 LS 51 16,3 32
2 LHS-Zn-Suf/Pd Cul
1O L1 LS 50 16,6 30
3 LHS-Zn-Ac/Pd
1,0 1,1 1,5 s 30
4 LHS-Zn-Suf/Pd
1,0 1,1 1,5 50 3

Los rendimientos obtenidos en la sintesis del difenilacetileno se
encuentran alrededor de 32-30% cuando se realizan con Cul como
co-catalizador. Sin co-catalizador, los rendimientos son del 30-28%
disminuyendo 2%. Estos rendimientos fueron medidos por pesaje
directo del producto aislado y purificado por cromatografia de
columna. En general, siempre se observé una pequefia diferencia en
los rendimientos de las reacciones de acoplamiento C-C catalizadas
por LHS-Zn-Ac/Pd’ y LHS-Zn-Suf/Pd’, siendo un poco superiores
con el primer material. Dado que el ambiente interlaminar en el
material modificado con surfactante es altamente lipofilico, se
afectan levemente las interacciones con los sustratos de polaridad
intermedia o alta (yodobenceno y yodofenol) lo que
presumiblemente podria explicar la reactividad ligeramente menor
con el uso de LHS-Suf-Pd’.

Sintesis de 2-fenilbenzofurano

Varios autores han reportado la reaccion de Sonogashira libre de Cul
como cocatalizador (39). Con el fin de establecer las mejores
condiciones de reaccion, se realizd una comparacion en la sintesis de
2-fenilbenzofurano a partir de 2-yodofenol y fenilacetileno (Figura
13), donde se establecieron las mismas condiciones para todos los
experimentos como lo muestra la Tabla 6; las sintesis de 2-
fenilbenzofurano se llevaron a cabo sin co-catalizador.

La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos al realizar la reaccion
con y sin co-catalizador Cul. Se observa que la diferencia entre los
catalizadores cuando se realiza con Cul es solo del 1%, mientras que
sin éste la diferencia fue del 4%. Los rendimientos en la sintesis de
2-fenilbenzofurano estan alrededor de 17-18% cuando se emplea
Cul, mientras sin utilizar co-catalizador los rendimientos se
encuentran entre el 11-15% mostrando mayores rendimientos en
ambos casos con el catalizador de acetato. Por otra parte es
importante notar que el incremento de los rendimientos cuando se
utiliza Cul es poco significativo (2 y 3%) frente a las complicaciones
de la reaccion cuando se utiliza Cul como cocatalizador.

Cada uno de los experimentos se sigui6 por TLC y GC-MS
mostrando la presencia de 2-yodofenol en el crudo de reaccion.
Algunos autores plantean que al aumentar la sustitucion del anillo
aromatico con grupos electrodonadores como el caso de 2-yodofenol,
la reactividad del acoplamiento Sonogashira disminuye (40), lo cual
justifica la presencia de 2-yodofenol cuando se consume el exceso de
fenilacetileno, explicando los bajos rendimientos obtenidos hasta el
momento.

Con y Sin Cul
| HCQ
0 0 \
+ LHS-Zn-Ac/Pd " o LHS-Zn-Suf/Pd
OH KOAc, DMF, N,, 110°C o
4 2 45 min. S

Figura 13. Sintesis de 2-fenilbenzofurano con y sin Cul (LHS-Zn-Ac/Pd® y LHS-Zn-Suf/Pd
0,
)
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Tabla 6. Rendimientos en la sintesis de 2-fenilbenzofurano

Experimento | Reactivo | Reactivo 2 Base Catalizador Co-catalizador | oy Rendimiento
1 (mmol) (mmol) KOAc (mg) (mg)
(mmol)
1 LHS-Zn-Ac/Pd Cul
1,0 1,25 1,5 50,5 16,5 '
2 LHS-Zn-Suf/Pd Cul
1,0 1,25 15 51,1 16,3 7
3 LHS-Zn-Ac/Pd
1.0 1,25 1S 50.5 15
4 1.0 1.25 1.5 LHS-%I;-ISuf/Pd 11

Finalmente es importante volver a mencionar que una estimacion
cualitativa del contenido de paladio metalico contenido en las
hidroxisales LHS-Zn-Ac/Pd’ y LHS-Zn-Suf/Pd’ se deriva de los
resultados del estudio por SEM, que muestra contenidos aproximados
del 16% de paladio reducido en LHS-Zn-Ac/Pd’ y 31% en LHS-Zn-
Suf/Pd°, datos tomados en los puntos de mayor aglomeraciéon de
particulas metalicas. Sin embargo, estos resultados son solo una guia
preliminar, entre otras razones porque los materiales son de
naturaleza heterogénea y la metodologia del analisis SEM permite
censar regiones a criterio del analista. En esta circunstancia, los
porcentajes suministrados no reflejan necesariamente el contenido
cuantitativo de paladio en la totalidad del material y no se espera que
haya estricta concordancia entre el contenido aparente de paladio y la
actividad catalitica.

Conclusiones

Se logro la sintesis de dos nuevos materiales con nanoparticulas de
paladio aglomeradas y soportadas en las ldminas: LHS-Zn-Ac/Pd’ y
LHS-Zn-Suf/Pd’ lo cual se verificd por TEM. El anélisis por XRD de
ambos materiales evidencio las estructuras laminares de acuerdo a los
planos de difraccion y modificaciones en el espacio interlaminar. Asi,
el material LHS-Zn-Ac mostré una distancia interlaminar de 13,8 A.
Cuando se realiz6 el intercambio con el anion laurilsulfato (LHS-Zn-
Suf) aumentd el espacio interlaminar hasta 29,8 A y, al
intercambiarse con [PdCl,]* (LHS-Zn-Suf/[PdCl,]*), aumento a 31,4
A. Finalmente, una vez se redujo este material y se preparé LHS-Zn-
Suf/Pd° se observo una interlamina con una distancia de 29,4 A.

Con respecto al intercambio del LHS-Zn-Ac con [PdCl,]* (LHS-
Zn-Ac/[PdCl,]%), se evidencié un cambio en el espacio interlaminar
de 13,8 A 2224 A, el cual se mantuvo al hacer la reduccion (LHS-
Zn-Ac/Pd"). Lo anterior se debe posiblemente a la falta de reduccion
total del [PdCl,]* o la presencia de nanoparticulas con un tamafio
inferior a 2 nm en la interlamina.

Adicionalmente, mediante la técnica de SEM se mostro la
morfologia laminar de cada uno de los materiales. Ademas, se
observaron leves cambios como la exfoliacion o delaminacion de los
dos materiales reducidos usando etanol en reflujo. Cada uno de los
materiales laminares sintetizados mostré actividad catalitica en la
sintesis de difenilacetileno y 2-fenilbenzofurano.

Cuando se utilizé LHS-Zn-Ac/Pd’ y Cul (como co-catalizador) se
obtuvieron rendimientos del 32% de difenilacetileno y 18% de 2-
fenilbenzofurano, mientras que con LHS-Zn-Suf/Pd’ y Cul los
rendimientos obtenidos fueron del 30% y 17% respectivamente.

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (2), 51-65.

En ausencia de Cul, los rendimientos fueron menores (30% de
difenilacetileno y 15% 2-fenilbenzofurano con LHS-Zn-Ac/Pd  °y
28% y 11% respectivamente con LHS-Zn-Suf/Pd’).
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trabajo. Solo se dan las referencias estrictamente oportunas y no se
deben incluir datos o conclusiones del trabajo que se estd publicando.
Al final de la introduccion, debe presentarse el objetivo del trabajo.
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Materiales y métodos

En una subseccion deben listarse los reactivos utilizados, la marca y
el pais. Se deben usar subtitulos en los procedimientos utilizados. Los
procedimientos deben tener el detalle suficiente para permitir a otros
profesionales reproducir la investigacion. Se deben incluir los
equipos empleados, incluyendo nombre del fabricante y pais, ademas
de las referencias de la metodologia y métodos estadisticos. Deben
describirse los métodos nuevos o los que han sido sustancialmente
modificados, sustentando las razones para utilizarlos y evaluando sus
limitaciones.

Los autores que envien articulos de revision, deberan describir
los métodos empleados para localizar, seleccionar, extraer y sintetizar
la informacién. Siempre que se hagan pruebas estadisticas, debe
usarse un subtitulo “Andlisis estadistico” para su descripcion.

Resultados y discusion

Los resultados deben presentarse en un orden 16gico y concordante
con el orden de los métodos. Se deben destacar los resultados que
contribuyen a la generacion de nuevo conocimiento. La informacion
contenida en tablas no debe repetirse en figuras y viceversa.

En la discusion deben destacarse los aspectos nuevos y relevantes
del estudio, y evitar repetir informacion ya facilitada en la seccion
Introduccién. Se recomienda evaluar posibles relaciones entre los
resultados obtenidos, juzgar los resultados en relacion con los
obtenidos por otros autores, y proponer hipotesis que expliquen los
datos obtenidos.

Conclusiones

Debe aparecer minimo un parrafo con las conclusiones, vinculado a
los objetivos del estudio, evitando enumerarlas o presentarlas como
frases sueltas. Se deben realizar afirmaciones plenamente respaldadas
por los datos.

Agradecimientos

Deben mencionarse las fuentes de financiacion de los proyectos de
investigacion y/o apoyos recibidos para la realizacion del estudio
(becas, equipos, reactivos, entre otros). Pueden nombrarse a aquellas
personas que hayan prestado su ayuda intelectual al trabajo, pero
cuyas contribuciones no justifiquen la autoria, describiendo la

"non

contribucion llevada a cabo, por ejemplo, "apoyo técnico", "revision

"o

critica del escrito", “recoleccion de muestras”.

Referencias

El formato esta basado en la guia de estilos de la American Chemical
Society (ACS).

o Referencias en texto: Todas las citas que aparecen en el texto
deben coincidir con las presentadas en la seccion Referencias, y
viceversa. Las citas deben realizarse con numeros italicos en
paréntesis en la linea del texto y dentro de la puntuacion. Por
ejemplo:

-Las condiciones de extraccion se encuentran reportadas en otros
estudios (/).



Si hay varias citas se separan con coma (,) sin espacios entre los
nimeros; si son citas consecutivas, se separan con guioén (-). Por
ejemplo:

- Los resultados obtenidos fueron similares a los reportados por otros
autores (8, 26-30).

Las citas se deben escribir con niimeros naturales acorde a su orden
de aparicion. Si dentro de la redaccion del texto se debe mencionar el
autor, entonces la citacion debe ser:

® Un autor: Duque (2)
® Dos autores: Duque y Palomeque (3)
® Mas de dos autores: Duque et al. (4)

¢ Formato de referencias: Las referencias deben ser organizadas en
el mismo orden numérico en el que fueron presentadas a lo largo del
texto.

Revistas

Se debe anotar el apellido y las iniciales del nombre de todos los
autores. Apellidos se separan de las iniciales del nombre con coma.
Las iniciales de los nombres de autores se acompafian con punto. Los
autores se separan con punto y coma. Luego se escribe el titulo. El
nombre abreviado de la revista en cursiva, de acuerdo al Chemical
Abstracts  Service Source Index (CASSI, http://cassi.cas.org/
search.jsp). El afio en negrilla, el volumen en itdlica y las paginas
(separadas por guion). De igual manera, si el articulo cuenta con DOI
es necesario incluirlo al final de la referencia (www.crossref.org).

o Hasta seis autores: se incluyen todos los autores.

Da Silva, R.; Nissim, I.; Brosnan, M.; Brosnan, J. Creatine
synthesis: Hepatic metabolism of guanidinoacetate and
creatine in the rat in vitro and in vivo. Am. J. Physiol.
Endocrinol. Metab. 2009, 296, 256-261. DOI: http://
dx.doi.org/10.1152/ajpendo.90547.2008.

o Mas de seis autores: incluir hasta los seis primeros autores y a
continuacion escribir et al.

Libros y otras monografias

e Libros sin editores
- Stout, J.; Antonio, J.; Kalman, D. Essentials of creatine in
sports and health. Humana Press Inc.: Totowa, NJ, 2008; pp
30-40. DOLI: http://dx.doi.org/10.1007/978-1-59745-573-2.

- Budavari, S.; O’Neil, M. J.; Smith, A.; Heckelman, P. E.;
Obenchain, J. R., Jr.; Gallipeau, J. A. R.; D’Arecea, M. A. The
merck index, an encyclopedia of chemicals, drugs, and
biologicals, 13th ed. Merck & Co., Inc.: Whitehouse Station,
NI, 2001; pp 1768-1769.

Libros con editores

-Rowe, R. C.; Sheskey, P. J.; Owen, S. C. (eds.). Handbook of
pharmaceutical excipients, 5th ed. Pharmaceutical Press and
American Pharmacists Association: Grayslake, IL, 2006; pp
798-799.
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® Capitulo en libro editado
McBrien, M. Selecting the Correct pH Value for HPLC. In
HPLC made to measure: A practical handbook for
optimization; Kromidas, S., Ed.; Wiley-VCH: Weinheim,
Germany, 2006; pp 89-103.

Tesis doctoral (o similar)

e Impreso
King, K. J. Development of a pressurized system for oxidation
studies of volatile fluids. M.S. Thesis, The Pennsylvania State
University, State College, PA, Marzo 1983.

e Electronico
Abrams, N. M. Efficiency enhancement in dye-sensitized solar
cells through light manipulation. Ph.D. Dissertation [Online],
The Pennsylvania State University, University Park, PA,
December 2005. http://etda.libraries.psu.edu/theses/approved/
WorldWideIndex/ETD-1061/index.html (consultado el 2 de
abril de 2014).

Sitios web

Penn State  Department  of  Chemistry. http:/
www.chem.psu.edu/ (consultado el 7 de junio de 2014).

Mallet Chemistry Library, University of Texas Libraries.
ThermoDex home page: An index of selected thermodynamic
and physical property resources. http://www.lib.utexas.edu/
thermodex/ (consultado el 19 de marzo de 2014).

En prensa

Martinez, F.; Jouyban, A.; Acree, W. E., Jr. Comments on
“Solubility and thermodynamic function of a new anticancer
drug ibrutinib in 2-(2-ethoxyethoxy)ethanol + water mixtures
at different temperatures”. J. Chem. Thermodyn. 2015. In
press. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jct.2015.11.031

Tablas y figuras

e Las tablas deben estar en el cuerpo del articulo, en el orden de
aparicion correspondiente. Tanto las tablas como las figuras deben ser
autocontenidas (poder interpretarse sin necesidad de recurrir al
cuerpo del articulo). En la leyenda de la figura, o en el titulo o pie de
la tabla, deben describirse las claves, abreviaturas y demas
explicaciones. Se recomienda proporcionar ademas de los promedios,
las desviaciones estandar y demads informacion estadistica relevante a
los datos. Las fotos, diagramas, mapas y graficas se clasifican como
figuras. Evite redundancia entre tablas, figuras y texto.

o Ademas de relacionar las figuras y las tablas en el cuerpo del articulo,
estas deben adjuntarse con sus respectivas leyendas individualmente
en formato .TIFF de excelente calidad, con una resolucién minima de
300 dpi. Se debe utilizar escala de grises o tramas siempre que sea
posible. Deben usarse colores cuando sea estrictamente necesario.
Figuras que hayan sido creadas en Excel o Word deben ser enviadas
en esos programas.
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e La rotulacion de cada tabla debe ir a la cabeza de la misma, mientras
que en las figuras debe presentarse al pie. Evite figuras pequefias
aisladas: agrupe figuras con informacion relacionada en figuras
compuestas rotuladas con letras (Figura la, Figura 3b, etc.). Si un
articulo contiene tablas o figuras reproducidas (asi sean del mismo
autor), es obligacion declarar el origen y presentar permiso para
utilizarlas.

Manuscrito aceptado para publicacion

Si el editor le ha notificado que su manuscrito podria ser aceptado
para publicaciéon en caso de tener en cuenta las modificaciones
sugeridas por los revisores, envie la nueva version del articulo
acompaiiada de una carta donde detalle cada uno de los comentarios
de los revisores, y justifique en caso de que no tenga en cuenta alguna
de las sugerencias. Trabaje la nueva version del articulo con control
de cambios o resalte los cambios en esta nueva version, para que el

editor pueda identificarlos con facilidad.
Una vez haya finalizado el proceso de revision por pares, el Editor

enviara un correo electronico al(os) autor(es) del manuscrito
manifestando la decision del Comité Editorial. Si el manuscrito ha
sido aceptado para publicaciéon, se adjuntaran al correo las
sugerencias, indicaciones y comentarios que cada evaluador efectud
sobre los aspectos de fondo y de forma del articulo. Para continuar
con el proceso de publicacion el(los) autor(es) deben enviar los
siguientes archivos al correo de la revista
(rcolquim_fcbog@unal.edu.co):
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e La nueva version del documento en donde se trabaje con control
de cambios o se resalten las modificaciones trabajadas.

e Una carta en la que se detallen cada uno de los comentarios de los
revisores, justificando aquellos casos en los que no se sigui6 una
determinada indicacion o sugerencia.

e Las imdagenes que se hayan modificado en virtud de los
comentarios de los revisores y las necesidades de la nueva
version. Las imagenes deben estar en formato .TIFF con una
resolucion mayor a 300 dpi.

Costo de la publicacion

La publicacion de un articulo, con una extensiéon no mayor a 3
paginas de la revista, tendrd un costo de $30.000 pesos colombianos.
Las paginas adicionales tendran un costo de $20.000 pesos
colombianos cada una.



Guide for authors

Manuscripts sent to the Revista Colombiana de Quimica
(Colombian Journal of Chemistry) for possible publication must be
original (not submitted at the same time to any other printed or digital
journal). Authors are responsible for the opinions and ideas stated in
the manuscript. The accuracy of the information in the manuscripts,
including figures and tables, is the complete responsibility of the
author or the authors. The manuscripts will be received ONLY
through the Journal's Open Journal System (OJS) platform (http://
www.revistas.unal.edu.co/index.php/rcolquim). The authors are
recommended to publish articles in English, as this contributes to the
international viewing and citation of the article and the Journal.

General submission requirements

1. The author must be registered in the website, otherwise it should
register according to the necessary steps. Before starting, it is
important that you verify that your submission complies scrupulously
with all the requirements requested by the journal, otherwise they
will be returned without being evaluated (See section Preparing for
online submission).

2. A letter of presentation of the article should be attached, including
the most relevant aspects of the article and a list of four possible
evaluators that are external to both the institution of the author and
the Universidad Nacional de Colombia (National University of
Colombia), including all its branches, with Their respective contact
details. This cover letter must be signed by all authors (See format
letter authorship in: http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/
rcolquim/article/downloadSuppFile/10124/20981).

3. The version of the online document should not include any data of
authorship or institutional affiliation, in order to guarantee an
anonymous peer review. These data are included in the submission
form through the website and must also be attached in an additional
document (it is uploaded as a supplementary file).

4. Both figures and tables should appear in the document in the
appropriate order to facilitate the review process. However, since
Word lowers the resolution of the images, it is necessary to also
attach them in a separate file, in TIFF or JPEG format to the size at
which they will be output, with 300 dpi resolution. If the graphics
correspond to files worked in Excel or Word should be sent in such
programs, but open, not as an image so that they can be edited.

Format

The document must be presented in Word file .doc or .docx, letter
size, line spacing 2.0, with upper and lower margins of 2.5 cm and
3.0 cm on the sides, with Times New Roman 12, numbered pages
From start to finish. The titles: Resumen, Abstract, Resumo,
Introduction, Materials and methods, Results and discussion,
Conclusions, Acknowledgments (optional) and References should
be used.
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Language

Manuscripts are accepted in Spanish or English. However, the title,
abstract and keywords should always be presented in all three
languages (Spanish, English and Portuguese). As a strategy to
increase the diffusion and visibility of the results it is suggested to
present the manuscripts in English.

Main Page
Title

The title must be lowercase, unless the upper case is mandatory. It
should be concise but informative and should not exceed 120
characters including spaces. It should always appear in Spanish,
English and Portuguese. For example:

® Oxidacion catalitica de tolueno y 2-propanol sobre dxidos mixtos
de Mn y Co obtenidos por coprecipitacion.

e Catalytic oxidation of toluene and 2-propanol over Mn and Co
mixed oxides obtained by coprecipitation method.

e A oxidagdo catalitica de tolueno e 2-propanol em 6xidos mistos
de Mn e de Co, obtidos por coprecipitagdo.

Author(s) and filiation

® Full names.

® Last professional title.

® Institution of work.

e Country and city of residence.

e Email (from each author).

In the filiation data, the categorical order must be kept: Laboratory,
institute, university, city, state, country, e-mail. Each filiation must be
listed with superscript numbers and referenced to each author. The
correspondence author must be denoted with an asterisk. For
example:

Mauricio Acelas', Elizabeth Gil?>, Markus Doerr’, Martha Daza’, Juan
Manuel Urbinal®

'Laboratory of Organic and Biomolecular Chemistry - LQOBiIo,
Faculty of Sciences, Industrial University of Santander, Ciudad
Universitaria, AA 678, Bucaramanga, Colombia.

*Faculty of Sciences, Pontificia Universidad Javeriana, Carrera 7 N°
43-82, Bogota D.C., Colombia.

*Group of Theoretical Biochemistry - GBQT, Faculty of Sciences,
Industrial University of Santander, Ciudad Universitaria, AA 678,

Bucaramanga, Colombia.

*Author for correspondence: jurbina@uis.edu.co
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Article body

All text should be justified (aligned left and right), with pages
numbered continuously. All primary and secondary titles and subtitles
must be justified to the left. For the titles (Abstract, Keywords,
Abstract, Keyword, Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
methods, Results and discussion, Acknowledgments, Conclusions
and References) the first letter is capitalized and the others must be
lowercase and bold. Primary subtitles sustained lowercase and italics.
Secondary subtitles sustained and bold lowercase.

Statistical terms, abbreviations and symbols should always be
defined the first time they are used in the article. For units of
measurement the international metric system must be used. When not
followed by units, integers up to ten are written with the word (one,
two, ten) and greater than ten with numbers (11, 12, 102). When
numbers are used, they must be followed by their units and a space
between them (100 m, 50 mL). If it is a percentage do not leave space
between the number and the unit (80%). In manuscripts written in
Spanish the decimal numbers will be separated by commas (,) and in
English by period (.). Cite each figure and table in the text according
to the order of appearance and in the following format: Figure 1 or
Figures 1 and 2 or Figures 1A-1F or Table 1.

Abstract

Summary of maximum 200 words. It is suggested to introduce an
introductory phrase. The purposes of the research, the relevant results
(providing specific data and, if possible, their statistical significance)
should be mentioned, and the main conclusions not including
bibliographical citations. Emphasis should be placed on the new and
important aspects of the study. A descriptive summary should be
avoided (where no data are presented), instead, an analytical
summary should be presented (the one in which the relevant data
obtained in the research are presented). It should always appear in
Spanish, English and Portuguese.

Keywords

3 to 6 keywords should be listed. Words already used in the title of
the manuscript should not be used. They should always appear in
Spanish, English and Portuguese.

Introduction

The grounds for the completion of the work must be presented. Only
strictly relevant references are given and data or conclusions of the
work being published should not be included. At the end of the
introduction, the objective of the work must be presented.
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Materials and methods

In a subsection should be listed the reagents used, the brand and the
country. Subtitles should be used in the procedures used. The
procedures should be detailed enough to allow other professionals to
replicate the research. The equipment used should be included,
including the name of the manufacturer and country, as well as the
references of the methodology and statistical methods. New or
substantially modified methods should be described, supporting the
reasons for using them and assessing their limitations.

Authors submitting review articles should describe the methods
used to locate, select, extract and synthesize information. Whenever
statistical testing is done, a subheading "Statistical analysis" should
be used for its description.

Results and Discussion

The results must be presented in a logical order and consistent with
the order of the methods. The results that contribute to the generation
of new knowledge should be highlighted. The information contained
in tables should not be repeated in figures and vice versa.

The discussion should highlight the new and relevant aspects of
the study, and avoid repeating information already provided in the
Introduction section. It is recommended to evaluate possible
relationships between the results obtained, to judge the results in
relation to those obtained by other authors, and to propose hypotheses
that explain the data obtained.

Conclusions

A paragraph should appear with the conclusions, linked to the
objectives of the study, avoiding to list them or to present them as
single sentences. Assertions must be made fully supported by the
data.

Acknowledgments

The sources of funding of the research projects and/or supports
received for the study (scholarships, equipment, reagents, among
others) should be mentioned. Individuals who have lent their
intellectual support to the work, but whose contributions do not
justify the authorship, can be named, describing the contribution
made, eg "technical support", "critical review of the writing",
"collection of samples".

References

The format is based on the American Chemical Society (ACS) style
guide.

o References in text: All quotations that appear in the text must
match those presented in the References section, and vice versa.
Citations should be made with italic numbers in parentheses in the
text line and within the punctuation mark. For example:

-The extraction conditions are reported in other studies (7).



If there are multiple quotes they are separated by commas (,) with
spaces between numbers; If they are consecutive citations, they are
separated with hyphens (-). For example:

- The results obtained were similar to those reported by other authors
(8, 26-30).

Citations should be written with natural numbers according to their
order of appearance. If within the wording of the text should mention
the author, then the citation should be:

® An author: Duque (2)
® Two authors: Duque and Palomeque (3)
® More than two authors: Duque et al. (4)

¢ Formato de referencias: The references must be organized in the
same numerical order in which they were presented throughout the
text.

Journals

The surname and initials of the name of all authors should be noted.
Surnames are separated from the initials of the comma name. The
initials of the names of authors are accompanied by dot. Authors are
separated by semicolons. Then the title is written. The abbreviated
name of the journal in italics, according to the Chemical Abstracts
Service Source Index (CASSI, http://cassi.cas.org/search.jsp). The
year is written in bold, the volume in italics and the pages (separated
by dash). Similarly, if the article has DOI it is necessary to include it
at the end of the reference (www.crossref.org).

o Up to six authors: all authors included.

Da Silva, R.; Nissim, I.; Brosnan, M.; Brosnan, J. Creatine
synthesis: Hepatic metabolism of guanidinoacetate and
creatine in the rat in vitro and in vivo. Am. J. Physiol.
Endocrinol. Metab. 2009, 296, 256-261. DOI: http://
dx.doi.org/10.1152/ajpendo.90547.2008.

e More than six authors: include up to the first six authors and
then write et al.

Books and other monographs

e Books without editors
- Stout, J.; Antonio, J.; Kalman, D. Essentials of creatine in
sports and health. Humana Press Inc.: Totowa, NJ, 2008; pp
30-40. DOLI: http://dx.doi.org/10.1007/978-1-59745-573-2.

-Budavari, S.; O’Neil, M. J.; Smith, A.; Heckelman, P. E;
Obenchain, J. R., Jr.; Gallipeau, J. A. R.; D’Arecea, M. A. The
merck index, an encyclopedia of chemicals, drugs, and
biologicals, 13th ed. Merck & Co., Inc.: Whitehouse Station,
NI, 2001; pp 1768-1769.

Books with editors

-Rowe, R. C.; Sheskey, P. J.; Owen, S. C. (eds.). Handbook of
pharmaceutical excipients, 5th ed. Pharmaceutical Press and
American Pharmacists Association: Grayslake, IL, 2006; pp
798-799.
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® Chapter in edited book
McBrien, M. Selecting the Correct pH Value for HPLC. In
HPLC made to measure: A practical handbook for
optimization; Kromidas, S., Ed.; Wiley-VCH: Weinheim,
Germany, 2006; pp 89-103.

PhD thesis (or similar)

e Printed
King, K. J. Development of a pressurized system for oxidation
studies of volatile fluids. M.S. Thesis, The Pennsylvania State
University, State College, PA, Marzo 1983.

e Electronic
Abrams, N. M. Efficiency enhancement in dye-sensitized solar
cells through light manipulation. Ph.D. Dissertation [Online],
The Pennsylvania State University, University Park, PA,
December 2005. http://etda.libraries.psu.edu/theses/approved/
WorldWideIndex/ETD-1061/index.html (consultado el 2 de
abril de 2014).

Websites

Penn State  Department  of  Chemistry. http:/
www.chem.psu.edu/ (consultado el 7 de junio de 2014).

Mallet Chemistry Library, University of Texas Libraries.
ThermoDex home page: An index of selected thermodynamic
and physical property resources. http://www.lib.utexas.edu/
thermodex/ (consultado el 19 de marzo de 2014).

In press

Martinez, F.; Jouyban, A.; Acree, W. E., Jr. Comments on
“Solubility and thermodynamic function of a new anticancer
drug ibrutinib in 2-(2-ethoxyethoxy)ethanol + water mixtures
at different temperatures”. J. Chem. Thermodyn. 2015. In
press. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jct.2015.11.031

Tables ang figures

o The tables should be in the body of the article, in the corresponding
order of appearance. Both tables and figures must be self-contained
(to be interpreted without having to resort to the body of the article).
In the legend of the figure, or in the title or foot of the table, the keys,
abbreviations and other explanations must be described. It is
recommended to provide standard deviations and other statistical
information relevant to the data in addition to the averages. Photos,
diagrams, maps and graphs are classified as figures. Avoid
redundancy between tables, figures and text.

o In addition to relating the figures and tables in the body of the article,
they should be attached with their respective legends individually in
excellent quality .TIFF format, with a minimum resolution of 300
dpi. Grayscale or weft should be used whenever possible. Color
should be used when strictly necessary. Figures that have been
created in Excel or Word must be sent in those programs.
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e The labeling of each table should go above it, while in the figures
must be presented at the bottom. Avoid Isolated Small Figures: Group
figures with related information into compound letters labeled letters
(Figure 1a, Figure 3b, etc.). If an article contains tables or figures
reproduced (if they are from the same author), it is obligatory to
declare the origin and to present permission to use them.

Manuscript acepted for publication

If the editor has notified you that your manuscript could be accepted
for publication if you take into account the modifications suggested
by the reviewers, send the new version of the article accompanied by
a letter detailing each of the reviewers' comments, and justify In case
you do not consider any of the suggestions. Work on the new version
of the article with change control or highlight the changes in this new
version, so that the editor can easily identify them.

Once the peer review process has been completed, the editor will
send an email to the author(s) of the manuscript stating the decision
of the Editorial Committee. If the manuscript has been accepted for
publication, the suggestions, indications and comments that each
evaluator made on the substance and form aspects of the article will
be attached to the mail. To continue with the publication process, the
author(s) should send the following files to the Journal's e-mail
(rcolquim_fcbog@unal.edu.co):
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e The new version of the document where you work with change
control or highlight the modifications worked.

e A letter detailing each of the reviewers' comments, justifying
those cases in which a particular indication or suggestion was not
followed.

e Images that have been modified under the reviewers' comments
and needs of the new version. Images must be in .TIFF format
with a resolution greater than 300 dpi.

Cost of publication

The publication of an article, with an extension not exceeding 3
printed pages of the journal, will cost $30,000 Colombian pesos. The
additional pages will cost $20,000 Colombian pesos each.
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