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Carta del editor Revista
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Editor´s letter

The second issue of volume HF of the year kPA- of Revista
úolombiana de Química counts on the participation of authors from
different universities and úolombian institutionsO The contributions
come from authors of Universidad Nacional de úolombiaj
Universidad de Dogotá Jorge Tadeo Lozanoj Instituto Nacional de
Metrología de úolombiaj Universidad de La Guajiraj and
Universidad de úaldasO The contents of the number are shown belowO

The section of Organic úhemistry and Diochemistry has an
articleO In itj apoplastic extracts of stems and roots of carnations were
made for their use in proteomic studiesO Parameters for the optimal
proteins extraction were evaluated and a protocol that can be applied
to other plant species was establishedO
The section of qpplied and qnalytical úhemistry has four articlesj

in the first of them the protective effect against lipid oxidation on
cooked beef meat exerted by tamarillo epicarp was evaluatedO
óxtracts of epicarp were obtained by supercritical extraction and
fractionated by solid phase extractionj the protective effect was
evaluated by comparison with a synthetic productO Dy means of
HPLú some of the antioxidant compounds present in this residue
were identifiedO The second article proposed and verifiedj by a type k
validationj a method to analyze 5F pesticide residues in honey by
UéLúwMSO The initial method was QuóúhóRSj it was optimized by
modifying different parametersO It was possible to develop a suitable
method to analyze S8á of the pesticides studiedj with recovery
ranging between -P and AkPá and coefficients of variation lower
than A5áO

The third article of the section evaluated the concentration of
heavy metals zúuj údj V and PbI in rainwater of the coal area
influenceregion of La Guajiraj úolombiaO The concentration of the
metals was measured by atomic absorption spectrometryj
measurements were taken over a yearO It was found that the
atmosphere is not contaminated with Pbj but with the other metalsj so
that rainwater is not suitable for human consumptionO The fourth
article compared two extraction methods used to obtain gibberellic
acid zGqEI in germinated corn seeds9 solidwliquid extraction and
ñSqSóO The latter allowed to obtaining the highest concentration of
GqEj as measured by HPLúñqñO

éinallyj the section of Physical úhemistry and Inorganic
úhemistry has an article in which two types of metal palladium
nanoparticles supported on hydroxysalts of zinc acetate or sodium
lauryl sulfate were synthesizedO qfter synthesisj both types of
nanoparticles were evaluated as catalysts in the Sonogashira reactionj
starting from phenylacetylene and iodobenzenej or phenylacetylene
and kwiodophenol to give diphenylacetylene zEká yieldI or kw
phenylbenzofuran zASá yieldIj respectivelyO
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ól segundo número del volumen HF del año kPA- de la Revista
úolombiana de Química cuenta con la participación de autores de
distintas universidades e instituciones colombianasO Las
contribuciones provienen de autores de la Universidad Nacionalj la
Universidad de Dogotá Jorge Tadeo Lozanoj el Instituto Nacional de
Metrología de úolombiaj la Universidad de La Guajira y la
Universidad de úaldasO q continuación se presenta el contenido del
númeroO

La sección de Química Orgánica y Dioquímica cuenta con un
artículoO ón este se obtuvieron extractos apoplásticos de tallos y
raíces de claveles para usarlos en estudios proteómicosO Se evaluaron
parámetros para la extracción óptima de las proteínas y logró
establecerse un protocolo que puede aplicarse a otras especies
vegetalesO

La sección de Química qplicada y qnalítica cuenta con cuatro
artículosj en el primero de ellos se evaluó el efecto protector que
ejerce el epicarpio de tomate de árbol sobre la carne de res cocidaj
inhibiendo su oxidación lipídicaO Se obtuvieron extractos de epicarpio
mediante extracción supercrítica y fraccionamiento por extracción en
fase sólidaj el efecto protector se evaluó por medio de comparación
con un producto sintéticoO Por medio de HPLú se identificaron
algunos de los compuestos antioxidantes presentes en este tipo de
residuoO ól segundo artículo propuso y verificó mediante una
validación tipo kj un método para analizar 5F residuos de pesticidas
en miel por UéLúwMSO Se partió del método QuóúhóRS y se
optimizó modificando diferentes parámetrosO Se logró desarrollar un
método apto para analizar el S8á de los plaguicidas analizadosj con
porcentajes de recuperación entre -P y AkP y coeficientes de
variación menores al A5áO

ól tercer artículo de la sección evalúa laconcentración de metales
pesados zúuj údj V y PbI en el agua de lluvia de la región de
influencia de la zona carbonífera de La Guajira colombianaO La
concentración de los metales se midió mediante espectrometría de
absorción atómicaj las medidas se tomaron a lo largo de un añoO Se
encontró que la atmósfera no se encuentra contaminada con Pbj pero
sí con los otros metales analizadosj de modo que el agua lluvia no es
apta para el consumo humanoO ól cuarto artículo compara dos
métodos de extracción empleados en la obtención de ácido giberélico
zGqEI en semillas germinadas de maíz9 extracción sólidowlíquido y
ñSqSóO Mediante el último se obtuvo la mayor concentración de
GqEj al ser medidad por HPLúwñqñO

éinalmentej la sección de éisicoquímica y Química Inorgánica
cuenta con un artículo en que se sintetizan dos tipos de
nanopartículas de paladio metálico soportadas en hidroxisales de
acetato de zinc o de laurilsulfato de sodioO ñespués de la síntesis se
evaluaron ambos tipos de nanopartículas como catalizadores en la
reacción de Sonogashiraj partiendo de fenilacetileno y yodobencenoj
o fenilacetileno y kwyodofenol para dar lugar a difenilacetileno zEká
de rendimientoI o kwfenilbenzofurano zASá de rendimientoIj
respectivamenteO
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Condiciones para el
análisis electrofóretico
de proteínas
apoplásticas de tallos y
raíces de clavel (Dianthus
caryophyllus L.) para
estudios proteómicos

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

Condições para a análise
eletroforética de proteínas
apoplásticas de caules e
raízes de cravo (Dianthus
caryophyllus L.) para
estudos proteômicos

Resumen Resumo

hn el presente estudio se describe un flujo de
trabajo que puede ser aplicado a diferentes
especies vegetalesT con el fin de obtener
extractos apoplásticos que puedan ser usados
para análisis proteómicos6 Rara elloT usando
tallos y raíces de clavelT se evaluaron
parámetros claves para la extracción de estas
proteínas6 Se determinó que para esta especie
4Dianthus caryophyllus ê65 se debe usar la
solución amortiguadora fosfato de sodio zT@
õ pô yTPT cloruro de sodio Pz mõ y zT@3 β:
mercaptoetanol para la infiltraciónH con tres
tiempos de vacío de jz s a Sz kRa y
centrifugación a @zzz x g durante jz min a x
º/T seguido de precipitación y concentración
de proteínas con el método Ácido
tricloroacético2acetona6 Áajo estas
condicionesT se obtienen extractos que
permiten análisis electroforéticos en j8 de
proteínas de apoplastoT usando para el
isolectroenfoque tiras con gradientes de pô
P:( para raíz y pô q:@z para tallo6 êas
condiciones descritas permitirán profundizar
sobre el papel de las proteínas apoplásticas
en diversidad de fenómenos biológicos que
involucren esta especie vegetal6

ân the present study a workflowT that can be
applied to different plant speciesT to obtain a
high quality apoplastic extract and for
proteomic analysis is described6 wor thatT
using carnation roots and stemsT some
important parameters for the extraction of
these proteins were evaluated6 The best
conditions for the infiltration were provided
by using a z6@ õ sodium phosphate buffer
pô y6P T Pz mõ sodium chloride and β:
mercaptoethanol z6@3T with q vacuum times
at Sz kRa for jz s and centrifuged at x°/ at
@Tzzz g for jz minT and then a subsequent
protein precipitation and concentration with
the Trichloroacetic acid2acetone protocol6
These conditions can be used to obtain a
good quality extract for j8 electrophoretic
analysis of apoplastic proteins6 Strips with
pô gradients between P:( and q:@z were
used to run isoelectric analysis for extracts
obtained from apoplast in roots and stemsT
respectively6 The conditions described can be
used to perform studies focused on apoplastic
proteins and its role in biological phenomena
involving this plant species6

Oo presente estudoT é descrito um fluxo de
trabalho que pode ser aplicado a espécies
vegetais diferentesT para obter extratos
apoplásticos que podem ser utilizados para
análise proteômico6 Rara istoT utilizando os
caules e as raízes do cravoT foram avaliados
parâmetros considerados chave para a
extração destas proteínas6 woi determinado
que para esta espécieT deve ser utilizada uma
solução tampão de fosfato de sódio zT@ õ pô
yTP com cloreto de sódio Pz mõ e zT@3 β:
mercaptoetanol para a infiltraçãoH com três
aplicações de vácuo de jz s a Sz kRa e
centrifugação a @zzz x g por jz minutos a
xº/T e subsequente precipitação e
concentração de proteínas usando Ácido
tricloroacético2acetona6 Oestas condições se
podem obter extratos que permitem a análise
eletroforética j8 de proteínas do apoplasto
utilizando para a focalização isoeléctrica tiras
com gradientes de pô P:( para a raiz e de pô
q:@z para o caule6 és condições descritas
permitirão aprofundar sobre o papel das
proteínas apoplásticas numa diversidade de
fenômenos biológicos que envolvem esta
espécie de planta6

Palabras clave: fluido apoplásticoT Fusarium
oxysporum f6 sp6 dianthiT planta:patógenoT
electroforesis6

Keywords: apoplastic fluidT Fusarium
oxysporum f6 sp dianthiT plant:pathogenT
electrophoresis6

Palavras-Chave: wluido apoplásticoT
Fusarium oxysporum f6 sp6 dianthiT
patógeno de plantaT eletroforese6
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En cuanto a la velocidad de centrifugaciónH se ha determinado
queH empleando hojas de diversas especies de plantasH un incremento
en la fuerza de centrifugación puede conducir a la contaminación con
proteínas citoplasmáticas: De acuerdo a dichos estudios se determina
que si la fuerza de centrifugación no excede las IGGG gH la
contaminación citoplasmática es despreciable é8P:

Los análisis de proteínas apoplásticas son dispendiosos teniendo
en cuenta la baja concentración de proteínas que se presentan en los
fluidos obtenidos bajo las técnicas reportadas é1H 4H 15P: Es por ello
que se hace necesario usar diferentes técnicas de precipitación que
además de concentrar las proteínasH permiten la eliminación de
interferentes que pueden afectar la separación electroforética
posterior: Para ello se han reportados diferentes métodos que
incluyen la precipitación usando diferentes solventes y soluciones
salinas é4H 15ú19P: Sin embargoH dependiendo de la naturaleza de la
matriz vegetal a estudiarH estos pueden causar pérdida de proteína
debido a la cantidad de pasos experimentales implicados o a la
pérdida de solubilidad en la fase final de disolución: Es por ello que
se deben evaluar las condiciones más convenientes teniendo en
cuenta la matriz vegetal objeto de estudio:

Los análisis comparativos de proteínas usando técnicas altamente
resolutivas se han convertido en una de las herramientas más
importantes durante los análisis proteómicos en plantas: Dentro de
estas se incluyen la técnica de electroforesis en dos dimensiones
éFDEPH la cual ha permitido el estudio de proteínas apoplásticas en
diferentes especies vegetales é1H 4H 5H 15H 20H 21P: Es por ello queH
con el fin de determinar algunas de las condiciones más relevantes
que se deben tener en cuenta para el análisis mediante esta técnica en
el caso del apoplasto del clavelH se evaluó el efecto que tiene la
cantidad de proteína y el uso de diferentes rangos de pH en la
separación durante la primera dimensiónH sobre el número de
manchas spots y la resolución de los mismos: Si bien es cierto que el
uso de gradientes de pH más estrechos aumentan la resolución y
facilitan los estudios comparativosH usar estos rangos puede obviar
información relevante para la especie vegetal objeto de estudioH
dependiendo de las proteínas contenidas en la muestra:

En este estudioH se describe el flujo de trabajo para la selección
de las condiciones experimentales más adecuadas para el análisis de
proteínas presentes en el apoplasto de raíces y tallos de clavelH
incluyendo tanto las condiciones de extracción de fluido apoplásticoH
como las usadas para análisis electroforéticos de alta resolución
éelectroforesis en ID y FDH por ejemploP: Para elloH se evaluaron
diferentes condiciones3 selección de la solución de infiltración en la
obtención del fluido apoplásticoH selección del método de
precipitación de proteínas y selección de condiciones para
electroforesis en ID SDSúPAGE y FD IEFúSDSúPAGE: Estas
condiciones experimentales podrán ser empleadas posteriormente en
análisis proteómicos para la identificación de proteínas relacionadas
con resistencia al marchitamiento vascular generado por el hongo
Fusarium oxysporum f: sp: dianthi éFodPH patógeno que causa las
mayores pérdidas económicas en el cultivo de esta flor: Así mismoH
este flujo de trabajo propuesto puede ser usado para la selección de
condiciones experimentales en el estudio inicial de las proteínas del
apoplasto en otras especies vegetales:

Introducción

El apoplasto de la plantaH compuesto por la matriz de la pared celular
y los espacios intercelularesH juega un papel importante en una
amplia gama de procesos fisiológicos3 interacción celularH transporte
de agua y nutrientesH interacciones plantaúpatógenoH percepción y
transducción de señales ambientalesH entre otros é1, 2P: La llegada de
los fitopatógenos al apoplasto vegetal es una fase crítica en la
mayoría de las enfermedades infecciosasH pues es donde se presentan
los primeros eventos que determinan la susceptibilidad o la
resistencia é1P: Durante la activación de los mecanismos de defensa
de las plantasH se requiere la regulación de una amplia variedad de
proteínas que están implicadas en el fortalecimiento de la pared
celular y en diversos niveles de la percepción y degradación de
patógenos: La regulación fina de dichas proteínas presentes en el
apoplasto de la planta es esencial para una rápida y efectiva
percepción del patógenoH lo que conduce a mantener la integridad de
la pared celular de la planta é3-5P:

Sin embargoH aunque es evidente la importancia del proteoma
apoplástico durante una interacción plantaúpatógeno dadaH este
permanece pobremente caracterizado en comparación con el
proteoma intracelular: Esto se debe especialmente a la dificultad para
obtener suficiente fluido apoplásticoH sin romper la membrana
celular y sin la contaminación con proteínas citoplasmáticas é1P:
Considerando que los estudios sobre el cambio dinámico de la
composición de proteínas del apoplasto han generado nuevo
conocimiento acerca de la respuesta de las plantas al estrés biótico
é3, 6PH se requiere de protocolos adecuados para la extracción del
fluido apoplástico en aquellas especies vegetales que son abordadas
por primera vez en este tipo de estudios:

Lo anterior es aún más determinante cuando se pretende aplicar
técnicas de separación de proteínas altamente resolutivasH basadas en
aproximaciones holísticas propias de los estudios proteómicosH en
donde la contaminación con proteínas citoplasmáticas puede generar
confusión durante la interpretación de resultados: Durante este tipo
de análisisH se debe evitar la contaminación con componentes no
proteicos que puedan interferir con las técnicas de separación e
identificación de proteínas como electroforesis bidimensional en gel
éF DEP con posterior análisis por espectrometría de masas éMSP o
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas éLCúMSP:
La técnica más empleada para la extracción del fluido apoplástico
está basada en la combinación de tres factores3 iP vacíoH iiP
infiltración y iiiP centrifugación: Este método posee dos pasos
decisivos3 la infiltración con vacíoH donde se emplea una solución
apropiadaH y la centrifugación é7-9P:

Debido a que la solubilidad de las proteínas depende de diversos
factores como la temperaturaH la constante dieléctrica del medioH el
pHH la fuerza iónica y la presencia de agentes reductoresH diferentes
soluciones de infiltración han sido utilizadas para la obtención de
fluido apoplástico en diversas especies vegetalesH entre las que se
encuentran agua é10PH ácido ascórbico FG mMACaClF FG mM é11PH
sorbitol IGG mM é12PH solución amortiguadora TrisúHCl FM mMH pH
8HG é13PH solución amortiguadora fosfato de sodio IGG mM é14PH
NaCl MG mM é15P o solución amortiguadora TrisúHCl MG mM pH 8HG
NaCl ñHM0 pAv y βúmercaptoetanol GHI0 vAv é5P: En el presente
estudio se evaluaron parámetros como pH éempleando TrisúHCl pH
8HG y NaFHPOCúNaHFPOC pH /HMPH fuerza iónica éNaCl GHM mM y GH/
MPH así como el efecto de la adición de un agente reductor como el βú
mercaptoetanol:
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Se emplearon tallos y raíces de esquejes indexados de clavel
fDianthus caryophyllus LBPk libres de patógenosk con tres a cuatro
semanas de enraizamiento de la variedad Rolem y de la variedad
Rran Slamk donados por la empresa úlorval SBOBS2Sede QúZ
fRachancipá2 Zundinamarcak ZolombiaPB

Preparación del inóculo de Fod

Ul hongo aislado empleado en este experimento fue previamente
revirulentado en la variedad de clavel2Solex que es altamente
susceptible al marchitamiento vascular generado por FodB Uste
microorganismo se cultivó en P9O fPapa 9extrosa Ogark MerckP
durante cinco díasB 9os cmº del medio colonizado por el hongo se
transfirieron a medio líquido Zzapek29ox2ñroth fúlukaPX la
suspensión resultante permaneció en agitación durante cinco días a
º00 rpm y º6 ºZB Posteriormentek se filtró en condiciones asépticas
para retirar el micelio del sobrenadante y se llevó a una concentración
5 x 50/ conidias;mL fpor conteo con el hematocitómetroPB

Rev. Colomb. Quim. 2017k 46 fºPk 625/B

Posteriormentek los fragmentos de material vegetal se filtraron
al vacío durante 6 s y se transfirieron a un tubo falcon de 60 mL con
un aditamento especialk un círculo de plástico con orificiosk que
permitió separar el fluido apoplástico de las raíces o los tallos
empleadosk por centrifugación a 5000 x g durante º0 min a 1 ºZ f23PB

Para la obtención de una mayor cantidad de fluido apoplástico
se realizaron ensayos empleando una segunda centrifugación sobre el
mismo material vegetalB Ul fluido apoplástico fue colectado en la
parte inferior del tubo y los extractos se guardaron a 2º0 ºZB

Materiales y métodos

Material Vegetal

Inoculación del material vegetal con el patógeno

La inoculación de los esquejes se realizó de acuerdo con las
condiciones establecidas en Kiguera f22)B Los esquejes control y los
inoculados se sembraron y mantuvieron bajo las mismas condiciones
por los días de duración del ensayo8 con riego de agua por aspersiónk
bajo condiciones constantes de temperaturak radiación
fotosintéticamente activa y humedad relativa f22PB

Selección de las condiciones de extracción del fluido
apoplástico de clavel

La extracción del fluido apoplástico de clavel fue realizada
empleando la técnica de infiltración con vacío2centrifugación f8P con
algunas modificacionesB Se emplearon 6k0 g de tallos o raíces de
clavel cortados en segmentos de 0k625k0 cm de longitudB Para la
infiltraciónk el material vegetal se colocó dentro de tubos falcon f60
mLP y se adicionaron º0 mL de solución de infiltraciónB
Posteriormentek empleando una bomba de vacío de paleta Rast
R6HH9Xk se realizaron é pulsos de vacío de º0 s con intervalos de é0
sk generando una presión de 40 kPaB

Los tallos o raíces fueron infiltrados con las siguientes soluciones
de infiltración8 5B Tris2KZl 60 mM pK Hk0;NaZl 60 mM;β2
mercaptoetanol 0k5 h v/vX ºB Tris2KZl 60 mM pK Hk0;NaZl 0k/ M;β2
mercaptoetanol 0k5 h v/vX éB NaKºPO12NaºKPO1 0k5 M pK /k6;NaZl
60 mM; β2mercaptoetanol 0k5 h v/vX 1B NaKºPO12NaºKPO1 0k5 M pK
/k6;NaZl 0k/ M;β2mercaptoetanol 0k5 h v/vX 6B agua;β2
mercaptoetanol 0k5 h v/v y /B NaKºPO12NaºKPO1 0k5 M pK /k6;
NaZl 60 mMB La selección de la solución de infiltración se realizó
teniendo en cuenta el rendimiento fmg proteína;g material vegetal
base secaPk contaminación con proteínas intracelulares y calidad en la
separación en 59 S9S2PORUB

Verificación de contaminación intracelular

Para evaluar si los fluidos apoplásticos obtenidos presentaban
contaminación con proteínas intracelularesk generada por un posible
rompimiento de las membranas plasmáticask se determinó la actividad
de dos enzimas intracelularesB La malato deshidrogenasa fM9KPk
empleada para estimar el nivel de daño en la membrana celulark y la
α2manosidasak como marcador de proteínas procedentes de vacuola
f1PB

La actividad M9K fue determinada por un método modificado a
partir de lo reportado por Zhang et al. f24PB La actividad enzimática
fue medida de acuerdo a la disminución en la absorbancia a é10 nm
durante :0 sX por adición de 50 μL de fluido apoplástico a é00 μL de
la mezcla de reacción foxaloacetato fZ1K1O6P 0k54 mM y NO9K
0k0:1 mM disueltos en solución amortiguadora NaºKPO12NaKºPO1
0k5 M pK 4k1BP a º0 ºZk usando un espectrofotómetro fRenesys uv 50k
Thermoúisherk USOPB Ul mismo sistema de reacciónk únicamente con
adición de buffer fue empleado como blancoB La actividad se expresó
en porcentaje relacionado con un extracto totalk donde el material
vegetal fue macerado con nitrógeno líquido para romper las
membranas celularesB

La actividad α2manosidasa fue determinada por un método
modificado por Ramírez f23Pk a partir de lo reportado por ñoller y
Kende f25Pk en donde se emplean 500 μL del sustrato p2nitrofenol2α2
manopiranosido 6 mM disuelto en solución amortiguadora
ZKéZOONa2ZKéZOOK 0k05 M pK 1k0 y º0 μL de fluido
apoplásticoB Las muestras se incubaron durante º h a é4 °ZB La
reacción se detuvo con 5k5 mL de NaºZOé 0kº M y se midió la
absorbancia a 1º0 nm empleando un espectrofotómetro fRenesys uv
50k Thermoúisherk USOPB La actividad para estas dos enzimask se
expresó en porcentaje en relación con un extracto totalk donde el
material vegetal fue macerado con nitrógeno líquido para romper las
membranas celularesB

Efecto del β-mercaptoetanol en la solución de
infiltración

Para identificar el efecto de la adición de un agente reductor fβ2
mercaptoetanolP en la extracción del fluido apoplástico de raíces y ta2
llos de clavelk se realizó un ensayo empleando las soluciones de
infiltración é y /B La selección de las condiciones se realizó teniendo
en cuenta el rendimiento fmg proteína;g material vegetal base secaPk
contaminación con proteínas intracelulares y calidad en la separación
en 59 S9S2PORUB
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Xentro de las condiciones evaluadas para la separación de proteínas
presentes en el fluido apoplástico de raíces y tallos de clavel se
tuvieron en cuenta el tiempo de calentamiento de las muestras AC y
OP min8 y la cantidad de proteína empleada ACR OPR OC y TP μg8R esto
con el fin de definir las condiciones fundamentales para obtener la
mejor calidad de los geles de electroforesis en OXq

Se emplearon geles discontinuos de poliacrilamida en formato
de ñ cmR empleando C% para el gel de concentración y OT% para el
gel de resoluciónR bajo condiciones reductoras con β®mercaptoetanolq
La electroforesis se corrió a corriente constante AOE mh en el gel de
concentración y Oz mh en el gel de resolución8 según protocolo de
:io®Rad® en el equipo Mini®PROT;hN® Tetra Hell A:io®RadR
HaliforniaR USh8R usando como buffer de corrido Tris base TC mMR
glicina PRTP M y SXS PROP % p/vq Los geles fueron teñidos con azul
de Hoomassie coloidal I®TCP Aver Visualización de proteínas8q

;l análisis de la metodología seleccionada en muestras de fluido
apoplástico proveniente de claveles control e inoculados fue
realizada empleando el sistema Stain®9ree Hriterion de :io®Rad®R
UShR con geles preteñidos y prefrabricados con un gradiente
continuo del N al TP% y como marcador de peso molecular Precisión
Plus Protein Standards :io®Rad®R UShq ;sto se realizó con el fin de
determinar con la mayor sensibilidad posible los cambios en los
perfiles electroforéticos por efecto de la infección con el patógenoq
Se emplearon TP μg de proteína por muestraR procedente de fluido
apoplástico de tallo y raízR y la separación se realizó a voltaje
constante AOCP V8R empleando como buffer de corrido Tris®:ase TC
mMR glicina PRTP M y SXS PROP% p/vq

Hon el fin de eliminar interferentes que pueden llegar a afectar la
separación y análisis electroforéticos posterioresR las proteínas
contenidas en los diferentes extractos fueron precipitadas empleando
dos métodos diferentesR uno basado en la precipitación con ácido
tricloroacético ATHh8®acetona y el otro basado en la precipitación
con THh®acetona y subsecuente extracción con fenol A168q
Para el método THh®acetona se partió de O mL de fluido apoplástico
y se adicionó O mL de THh al OP% pMv con ditiotreitol AXTT8 PRPñ%
p/v en acetonaq Los tubos se agitaron y se mantuvieron a N ºH
durante toda la nocheq Luego de centrifugar a OUPPP x g durante OC
min a N ºHR el sobrenadante se descartó y al pellet se le hicieron N
lavadosR E de ellos con O mL de acetona pura y finalmente O con
acetona al zP% Av/v8R centrifugando a OUPPP x g durante C minutos a
N ºHR después de cada paso de lavadoq ;l pellet resultante se secó a
temperatura ambiente para eliminar los residuos de acetonaq

Para el método THh®acetona con posterior extracción con fenolR
se partió de O mL de fluido apoplástico y se adicionó O mL de THh
al OPP% pMv en acetonaq Los tubos se agitaron y se mantuvieron a N
ºH durante toda la nocheq Luego de centrifugar a OUPPP x g durante
OC min a N ºHR el sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió
en O mL de una mezcla AOVO8 de fenol saturado y solución
amortiguadora de lisis Asacarosa EP% p/vR SXS T% p/v y β®
mercaptoetanol C% v/v8q Xespués de homogenizar vigorosamente
con la punta de la micropipeta e incubar por C min en hieloR se
centrifugó a OUPPP x g durante C min a N ºHq La fase fenólica
Asuperior8 se transfirió a un tubo nuevo y se le adicionó O mL de
acetato de amonio PRO M en metanolq Luego de dejar precipitar toda
la noche a ®TP ºHR se centrifugó a OUPPP x g durante C min a N ºH
para eliminar finalmente el sobrenadante por decantaciónq ;l pellet
resultante se lavó con O mL de metanol al OPP% y posteriormente
con O mL de acetona al zP%R realizando centrifugaciones en cada
caso a OUPPP x g durante C min a N ºHq 9inalmenteR el pellet se secó a
temperatura ambiente para eliminar los residuos de acetonaq

Para la separación de las proteínas por electroforesis los pellets
obtenidos por ambos métodos ATHh®acetona o THh®acetonaMfenol8
fueron resuspendidos en OPP μL o CP μL de solución de
solubilización Aurea ñ MR tiourea T MR HHhPS N% ApMv8R Tritón
X®OPP PRC% Ap/v8 y XTT OPP mM8R de acuerdo a si la muestra de
fluido apoplástico provenía de tallo o raízR respectivamenteF las
muestras se agitaron por N horas a N ºHq La selección del protocolo
de extracción de proteínas se realizó teniendo en cuenta la cantidad
de proteína obtenida Aμg proteínaMg material vegetal peso fresco8 y la
calidad de la separación en OX SXS®PhI;q

La cuantificación de proteínas provenientes de fluido apoplástico
de clavel se realizó empleando el método de :radford A268R de
acuerdo a la modificación de Ramagli A278R empleando el reactivo de
:io®Rad®q Para ello se tomaron O μL de muestraR TCP μL del reactivo
de :radford y ñNG μL de agua ultrapuraq Las muestras se procesaron
con réplica técnicaR midiendo la absorbancia a CGC nm en un
espectrofotómetro AIenesys uv OPR Thermo9isherR USh8q Se utilizó
hlbúmina Sérica :ovina A:Sh8 como estándar de proteínaq

Precipitación de proteínas Electroforesis SDS-PAGE

Visualización de proteínas

Para los geles de poliacrilamida al OT%R se realizó tinción con azul
de Hoomassie coloidal I®TCP A208q ;l protocolo consistió en la
incubación de los geles con la solución de tinción Ametanol TP% v/vR
sulfato de amonio PRz% p/vR ácido fosfórico TRTC% v/v y Hoomassie
coloidal I®TCP PRO% p/v8 durante ñT hq ;l exceso del agente de
tinción se eliminó mediante lavados con agua ultrapura durante C
minR solución de metanol al TC% v/v durante C min y solución de
sulfato de amonio al TP% p/v para mantenerlosq Los geles del sistema
Stain®9ree Hriterion de :io®Rad®R UShR fueron visualizados usando
el equipo Hriterion Stain 9reeTM ® Iel Imaging System de :io®
Rad®R UShq

La calidad de la separación se evaluó en cada órgano de la planta
determinando tanto el número de bandas obtenido para cada uno de
los tratamientos ensayadosR como la resolución en la separación de
las mismasq Para los diferentes ensayos se usó el programa Image
Lab de :io®Rad®R UShq

Electroforesis 2D

Primera dimensión-enfoque isoeléctrico (IEF)
Para la separación en la primera dimensión se usaron tiras IPI
AInmovilizd pH Iradient8 de OO cmR en el rango de pH E®OP y pH C®z
:io®Rad®R UShq Se usaron OPP μg o TPP μg de proteína de cada
órgano y se mezclaron con solución de hidratación Aurea ñ MR tiourea
T MR HHhPS N% p/vR azul de bromofenol PRO% p/vR XTT OPP mM y
anfolitos PRT% v/v en el rango de pH E®OP o C®z según las tiras
empleadas8R hasta completar OzC μLq
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Ol isoelectroenfoque se corrió en el equipo Protean úOw cell Véio3
Rad®8 +alifornia8 USH;8 aplicando las siguientes condicionesá ºb h de
rehidratación activa a D. VT zD. V8 ºD minT %... V8 º h G. minT %...
Vyh hasta acumular G.... V y D.. V º h/ Se empleó una temperatura
de z. º+ y una corriente de D. μH por tira/ Una vez finalizado el
programa8 las tiras úP< se almacenaron a 3z. °+ V16;/

Segunda dimensiónTSDSTPAGE
Hntes de realizar la electroforesis SNS3PH<O8 las tiras se sometieron
a un proceso de equilibrio8 como indica Hrdila et al/ V16;/ Para la
segunda dimensión se usaron geles prefabricados del sistema
+riterion de éio3Rad®8 USH8 con un gradiente de ° a z.v8
empleando el patrón de peso molecular antes mencionado/ La tira y el
marcador de peso molecular se colocaron sobre la superficie del gelT
posteriormente este se selló con agarosa al ºv p/v mezclada con azul
de bromofenol .8..º v p/v/ La segunda dimensión se corrió a ºD. V
constantes8 en una cámara del sistema +riterion de éio3Rad®8 USH/

Análisis de imágenes 2 DE
Las imágenes de los geles zNO se adquirieron empleando el equipo
Stain3wree +riterionTM <el úmaging System de éio3Rad®8 USH/ Ol
análisis de la imagen se realizó con el programa PNQuest 4/z éio3
Rad®8 utilizando parámetros para la detección de spots/ Hdemás8 se
evaluó de manera visual la presencia de stricking en los diferentes
geles obtenidos para extractos de tallos y raíces de clavel8 para
determinar la existencia de contaminantes no proteicos y la
separación de las proteínas teniendo en cuenta la cantidad aplicada y
el rango de pj empleado en las tiras del isoelectroenfoque/

Análisis estadístico
Para el rendimiento en la obtención de proteínas con las diferentes
soluciones de infiltración se realizó un análisis estadístico8 igualmente
para el análisis de las actividades enzimáticas empleadas como
marcadores de contaminación intracelular y para la selección del
método de precipitación de proteínas8 evaluados a través triplicados
biológicos/ Los datos fueron reportados como medias my3 SN/ Ol
análisis de varianza y las diferencias significativas entre las medias se
analizaron mediante HNOVH de una vía utilizando Statgraphics®

Software versión D/º/ Vp M .8.D;/

Rev. Colomb. Quim. 20178 46 Vz;8 D3ºb/

Por el contrario8 para el caso de la actividad α3manosidasa8 no se
observa efecto en el método de determinación cuando dicho agente
está presente en las soluciones de infiltración evaluadas VTabla º;/
Los resultados encontrados muestran que los valores más bajos de
contaminación intracelular8 al nivel de significancia trabajado Vp M
.8.D;8 se obtienen al emplear la solución amortiguadora número G/ Se
presentaron valores menores al .8Gv respecto a la actividad
encontrada para el extracto crudo8 lo cual está dentro de los valores
reportados en otras investigaciones8 como es el caso del fluido
apoplástico proveniente de papa VSolanum tuberosum L/ variedad
Spunta y variedad únnovator; en su interacción con el patógeno
Phytophthora infestans V5;/

On cuanto a la evaluación de los perfiles de separación de las
proteínas por SNS3PH<O8 se evidencia que el mayor número de
bandas se obtiene con la solución amortiguadora número z Vwigura z8
carril z;/ Sin embargo8 es probable que este mayor número de bandas
se deba a la presencia de proteínas intracelulares8 en concordancia
con los resultados previamente descritos que sugieren contaminación
intracelular al usar dicha solución de infiltración VTabla º;/

Resultados y discusión

Obtención de fluido apoplástico de clavel

Selección de la solución de infiltración
Ne las cinco soluciones de infiltración evaluadas8 se encontró que el
mayor rendimiento de extracción para proteínas apoplásticas de raíces
y tallos de clavel se obtuvo con la solución amortiguadora número z
Vwigura º;/

Sin embargo8 la selección de la solución de infiltración debe
considerar la actividad enzimática α3manosidasa y malato
deshidrogenasa VMNj;8 indicadores de la contaminación con
proteínas intracelulares V18 248 25;/ Hl respecto8 se encontró que para
el caso de la actividad MNj en los fluidos apoplásticos obtenidos8 el
β3mercaptoetanol puede actuar como interferente8 debido a su
carácter reductor VTabla º;/
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Figura 1. Rendimiento en la obtención de proteínas presentes en fluido apoplástico de tallos
y raíces de clavel variedad Gran Slam: empleando las soluciones de infiltración 1-5. Las barras
verticales representan la desviación standard de cada promedio zn = 3M. Los valores para cada
variedad y cada determinación que presentan diferente letra: presentan diferencias
significativas zp <0:05M

Tabla 1. Determinación de las enzimas MDH y α-manosidasa en fluido apoplástico de tallos y
raíces de clavel: empleando cinco diferentes soluciones de infiltración

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

Solución
Material
vegetal

MNj
Vv;

α3manosidasa
Vv;

Material
vegetal

MNj
Vv;

α3manosidasa
Vv;

º Raíz N/N G84Lb Tallo N/N D8ºLb

z Raíz N/N z°8Da Tallo N/N %8bba

G Raíz N/N .8z4Gd Tallo N/N .8.ºzDe

° Raíz N/N .8bºLc Tallo N/N .8°L%d

D Raíz N/N G8b4b Tallo N/N º8zGc
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Uso de agentes reductores
Considerando que el uso de agentes reductores como el βF
mercaptoetanol puede aumentar la estabilidad y la solubilidad de las
proteínas% pero que% a su vez% puede interferir en uno de los
marcadores de contaminación intracelular Ocomo la actividad
enzimática de la MDH4% se decidió evaluar si realmente era necesario
su uso en la solución de infiltración previamente seleccionada3 Para
ello% se realizaron ensayos usando la solución amortiguadora de
NaHAPOEFNaAHPOE x%< M pH j%úéNaCl úxmM con y sin βF
mercaptoetanol x%<H v/v y se compararon parámetros como el
rendimiento% la contaminación intracelular y los perfiles de
separación por electroforesis en <D3 De acuerdo a los resultados
obtenidos OFigura T4% no se encontraron diferencias estadísticamente
significativas entre los dos tratamientos evaluados en términos del
rendimiento de extracción Op S x%xú43 Así mismo% la comparación de
la actividad αFmanosidasa tampoco muestra diferencias entre los
mismos OTabla A4% lo que indica que el uso de este agente reductor no
afecta la estabilidad de la membrana plasmática durante el proceso
de infiltración3

Estos resultados contrastan con lo encontrado con la solución de
infiltración número T OFigura A% carril T4% en donde además de
presentar baja contaminación intracelular Oactividad αFmanosidasa
del x%TH comparada con el AE%úH obtenida para la solución número
A4% el número de bandas es superior al encontrado con las demás
soluciones de infiltración evaluadas3 Lo anterior indica que dicha
solución es una buena candidata para ser usada en la obtención de
proteínas a partir del apoplasto de tallos de clavel3 Resultados
similares se encontraron para fluido apoplástico procedente de raíces
de clavel Odatos no mostrados43

Resultados reportados en la literatura para la extracción de fluido
apoplástico de hojas maíz muestran que al emplear NaHAPOEF
NaAHPOE <xx mM como solución amortiguadora% se presenta poco
daño en la membrana plasmática y buena extracción de proteínas
adheridas a la pared celular O1543

La presencia de bandas de proteínas con un peso molecular
menor a <ú kDa es significativa en los extractos obtenidos con la
solución de TrisFHCl de mayor fuerza iónica OFigura A% carril A43 Esto
no es común en el apoplasto% donde estas proteínas normalmente se
encuentran en niveles bajos O1543 Es probable que la baja polaridad
del tris conlleve a una disrupción de las membranas plasmáticas de
las células que constituyen el tejido y generen una mayor
contaminación con proteínas intracelulares de este tamaño3

En conjunto% estos resultados indican que para la obtención de
fluido apoplástico de tejido vegetal de clavel% se debe emplear la
solución de infiltración número T con pH j%ú% baja fuerza iónica y
presencia de agente reductor3 Estos resultados sin duda% deben estar
asociados a la similitud en términos de pH y fuerza iónica que existe
entre esta solución de infiltración y las condiciones encontradas en
tejidos vegetales3

Considerando que la centrifugación es un paso determinante para
la obtención de un extracto libre de contaminantes intracelulares y en
la cantidad de fluido apoplástico obtenido% se decidió evaluar la
posibilidad de realizar centrifugaciones adicionales para aumentar la
cantidad final de fluido apoplástico3 Se determinó que una segunda
centrifugación permite aislar más fluido apoplástico sin
contaminación intracelular% según la determinación del marcador αF
manosidasa OResultados no mostrados43 Esto sugiere que la
centrifugación adicional a <xxx x g puede ser empleada para obtener
una mayor cantidad de extracto sin contaminación por ruptura
celular% resultados que no han sido reportados previamente% en otras
especies vegetales3

El efecto que presentan el pH% la fuerza iónica y las características
químicas de los componentes de la solución de extracción
previamente seleccionada ONaHAPOEFNaAHPOE x%< M pH j%úéNaCl
úx mM4 sobre la estabilidad de la membrana% se puede comprobar
con la determinación de la actividad MDH en fluido apoplástico
obtenido con esta solución sin agente reductor3 Considerando que su
actividad es apenas el <H con respecto al valor obtenido para
extracto crudo% se evidencia que no existe contaminación
citoplasmática al usar dicha solución OTabla A43 Estos resultados son
similares a los encontrados en otros estudios O284 en donde se ha
observado que la actividad enzimática MDH de los fluidos de
apoplasto es apenas del < al TH del valor obtenido para un extracto
crudo de la misma especie vegetal O2943 En general% estos resultados
son considerados bajos si se tiene en cuenta que hay reportes donde
se han tolerado valores en el rango del T al <xH O3043
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Figura 2. ND SDS<PAGE para la comparación de las diferentes soluciones de infiltración
empleadas en la extracción de fluido apoplástico de tallos de clavel variedad Gran Slamz :H
μg proteínaq empleando un gel de separación al N:R y un gel de concentración al 5R
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Figura 3. Rendimiento de la obtención de proteínas presentes en fluido apoplástico de tallos
y raíces de clavelq variedad Gran Slamq empleando solución de infiltración con y sin adición de
un agente reductorz Las barras verticales representan la desviación standard de cada
promedio (n = 3=z Los valores para cada variedad y cada determinación que presentan
diferente letraq presentan diferencias significativas (p < HqH5=

Tabla 2. Determinación de las enzimas MDH y α<manosidasa en fluido apoplástico de tallos y
raíces de clavelq empleando solución de infiltración con y sin adición de un agente reductor

Los resultados se presentan como el promedio de tres determinacionesz NzDz: No detectado

Solución
Material
vegetal

MDH
H

αFmanosidasa
OH4

Material
vegetal

MDH
H

αFmanosidasa
OH4

T Raíz N3D x%ALTa Tallo N3D x%x<Aúa

j Raíz <%<j x%Aúha Tallo <%A< x%xETTa



Condiciones para el análisis electrofóretico de proteínas apoplásticas de tallos y raíces de clavel (Dianthus caryophyllus L) para estudios proteómicos

11

La localización citoplásmatica de la MDH permite que la
determinación de su actividad sea comúnmente usada como marcador
de la calidad del fluido apoplástico obtenidoh la baja o ausencia de
actividad para esta enzima indica una pobre o ausente contaminación
con proteínas citoplasmáticas 41, 3-/ 9sí mismo6 los resultados
obtenidos para la solución amortiguadora NaHFPOS5NaFHPOS y6T M
pH E6GCNa8l Gy mM6 con y sin agente reductor6 no muestran
diferencias significativas en cuanto a rendimiento y contaminación
intracelular 4Tabla F y Figura 3-/

Sin embargo6 al realizar la electroforesis TD SDS5P9GE6 se
determinó que existe mayor intensidad en las bandas de proteínas con
peso molecular de aprox/ 3T KDa y x KDa6 cuando se emplea β5
mercaptoetanol dentro de la solución de infiltración 4Figura S6 carril
F-/ Esto indica que es necesario el uso de éste dentro de la solución de
infiltración a emplearse en esta parte del proceso/ Estos resultados
son predecibles6 considerando que la presencia de este agente
reductor en la solución de infiltración evita la posible formación de
puentes disulfuro entre proteínas que presenten grupos sulfhidrilo
libres6 que en este caso tienen pesos moleculares de 3T y x kDa/ La
posible formación de estructuras oligoméricas bajo condiciones no
reductoras es un fenómeno previamente descrito para varias proteínas
en otros modelos 431, 32-/
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Figura 5. bD SDSRPAGE para la comparación de diferentes cantidades de proteínas presentes
en extractos de proteínas provenientes del fluido apoplástico de tallo y raíz de clavel4 variedad
Golem4 empleando la solución de infiltración número ñ y diferentes cantidades de proteína6
Gel de separación al bhg y gel de concentración al kg6 Tallo4 k µg µcarril b(4b8 µg µcarril h(4 bk
µg µcarril ñ(4 h8 µg µcarril é(4 Raíz k µg µcarril k(4b8 µg µcarril C(4bk µg µcarril /(4 h8 µg µcarril B(
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Figura 4. bD SDSRPAGE para la comparación del efecto de un agente reductor presente en la
solución de infiltración empleada en la obtención de fluido apoplástico de tallo y raíz de
clavel4 variedad Golem6 Se emplearon b8 µg proteína4 gel de separación al bhg y gel de
concentración al kg6 Al lado derecho del gel se encuentran señaladas las bandas de interés
µC4/ kDa para tallo y ñ84 C kDa en tallo y raíz(

Electroforesis SDS-PAGE
Se deben tener en cuenta también algunos parámetros experimentales
para la obtención de una buena resolución en los geles de proteínas en
SDS5P9GE6 por ejemplo6 el tiempo de calentamiento de la muestra y
la cantidad de proteína sembrada en cada pozo del gel/ En el formato
empleado en la presente investigación 4x cm-6 se encontró que un
tiempo de calentamiento de Ty min permite aumentar la nitidez de las
bandas6 debido a que probablemente en este tiempo se presenta una
mayor interacción entre los agentes denaturantes presentes en el
buffer carga y las proteínas del extracto 4Resultados no mostrados-/
En cuanto a la cantidad de proteína empleada6 se encontró que a partir
de Ty µg 4Figura G6 carril F y E- se presenta una buena sensibilidad
para la detección de las bandas6 lo cual representa una gran ventaja
dado que la cantidad de proteína obtenida a partir de fluido
apoplástico es baja6 alrededor de Tyy µg proteínaCg material vegetal
peso fresco 4Tabla 3-/
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Precipitación y concentración de proteínas para electroforesis
En este caso6 se emplearon dos métodos reportados para precipitación
de proteínas de tallos y raíces de clavel 4TE-/ El método 9 se basa en
el uso de T89Cacetona y el método ±6 se basa en el uso de T89C
acetonaCfenol/ La selección se realizó teniendo en cuenta el
rendimiento en la cantidad de proteína finalmente solubilizada
determinada por ±radford 4Tabla 3- y la separación en TD SDS5
P9GE 4Figura E-/

Rendimiento 4µg
proteínaCg material
vegetal peso fresco-

Procedimiento
9/

2Recuperación Procedimiento
±/

2Recuperación

Tallo TT76S ± TS6xa Tyy6y xF6x ± T63b Ey6S

Raíz TSF6y ± Fy6Sa Tyy6y EF6G ± K6Sb SS6y

Tabla 3. Rendimiento para los diferentes métodos de extracción de proteínas presentes en
fluido apoplástico de tallos y raíces de clavel6 TCA7acetona µA( y TCA7acetona7fenol µB(

Los resultados se presentan como el promedio de tres determinaciones ± la desviación estándar
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Figura 6. Geles de extractos de proteínas obtenidas usando b método ATC7acetona en tallo4 h
método ATC7acetona7fenol en tallo4 ñ método ATC7acetona en raíz4 é método ATC7acetona7
fenol en raíz6 Se emplearon b8 µg de proteína en cada carril y un gel de poliacrilamidaRSDS al
bhg6 El gel fue teñido con Coomassie coloidal6 Las muestras empleadas provienen de fluido
apoplástico de tallo y raíz de clavel variedad Golem4 empleando la solución de infiltración
número ñ
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Los resultados obtenidos muestran que al emplear el método BD
se presenta una menor recuperación de proteína a la obtenida con el
método A presentando un /FDhv y hhDFv de lo obtenido con el
método AD para tallo y raíz respectivamente PTabla CúG Por otro ladoD
al evaluar el número de bandas durante la separación de las proteínas
presentes en los diferentes extractos mediante electroforesis en gD
SDSSPAGE PFigura /ú se encontró queD si bien es cierto que los dos
métodos empleados no presentan contaminantes que afecten la
calidad de la separación y la resolución de las bandasD sí se presentan
diferencias en el número de bandas que corroboran los resultados
obtenidos en rendimientoG

Se encontró a través del método B un menor número de bandas
PFigura /D carriles á y húD debido probablemente a la pérdida de
proteínas durante el procedimiento experimental descritoG Esto indica
que para la precipitación de proteínas presentes en el fluido
apoplástico de tallos y raíces de clavelD se debe emplear el método A
que incluye únicamente el tratamiento con TCA y acetonaD tal y
como ha sido reportado en estudios con otras especies vegetales P19,
33, 34úG En generalD estos resultados contrastan con lo encontrado en
estudios previos realizados con el grupo de investigaciónD donde el
método que incluye fenol presenta los mejores resultados en
términos de número de bandas y presencia de contaminantes no
proteícos para extractos totales de tallos y raíces P16úG Lo anterior
debido a que el fenol es uno de los agentes disociadores más fuertes
que disminuye las interacciones entre las proteínas y diversos
contaminantes P35-37úG

Los resultados encontrados en clavel muestran claramente cómo
el método de precipitación y concentración de proteínas depende de
la complejidad de la muestra a trabajar ya queD cuando se parte de
material vegetal totalD es necesario emplear el método TCAEacetonaE
fenol para eliminar interferentes en análisis electroforéticos como
carbohidratosD ácidos nucleicosD fenolesD lípidos y sales P20úG Por el
contrarioD para el caso del fluido apoplásticoD debido a que es una
muestra que presenta un menor número de moléculas interferentesD el
método TCAEacetona es suficiente para generar una muestra que
pueda ser empleada en análisis electroforéticosD contando además
con un buen rendimiento en la obtención de proteínasD necesario en
este tipo de estudios donde la cantidad de fluido apoplástico obtenido
a partir de material vegetal es tan bajoG

Electroforesis SDS6PAGE de muestras inoculadas con Fod
Con el fin de verificar que las condiciones seleccionadas fueran
adecuadas para el análisis de proteínas del fluido apoplástico de
raíces y tallos de clavelD durante la inoculación con el patógeno FodD
se realizó un análisis diferencial cualitativo de las bandas de
proteínas presentes en el apoplasto de dichos tejidosD comparando
con el correspondiente controlG De esta maneraD bajo las condiciones
previamente descritas se realizaron extracciones de apoplasto a partir
de material vegetal sin inocular con el patógeno Pdía F y día 7D
controlú e inoculado con el mismo Pdía 7ú PFigura 7úG Los resultados
muestran que las condiciones seleccionadas pueden ser usadas de
manera exitosaD tanto para tejidos controlD como para aquellos que
han sido inoculados con el patógenoG

Al comparar los diferentes tratamientos se evidencia que no
existen diferencias cualitativas entre las proteínas presentes en el
apoplasto de las muestras control y las muestras inoculadasD al
menos bajo las condiciones de detección empleadasG

Estos resultados son similares a los encontrados en trabajos
previos realizados en el grupo de investigaciónD donde no se
presentan diferencias cualitativas apreciables en el número de bandas
en extractos totales de proteínasD entre controles e inoculados con el
patógeno usando electroforesis en gD P16úG Los resultados obtenidos
en esta parte de la investigación muestran además que la metodología
puede ser empleada de manera confiable para análisis de proteínas
provenientes de fluido apoplásticoD de tallos y raíces control e
inoculados con el patógenoG

Análisis de apoplasto de raíces y tallos de clavel por 2DE 9IEF6
SDS6PAGE8
La Figura 8 muestra los resultados obtenidos para proteínas
apoplásticas de talloD donde se encuentra un mayor número de
manchas y una mayor resolución durante la separaciónD al emplear
tiras de IPG en el rango de pH CSgF PTabla húG Los resultados
obtenidos en este órgano son similares a los obtenidos en estudios
proteómicos del apoplasto de hojas de colza PBrassica napusú en su
interacción con Verticillum longisporumD donde se encuentran g7F
spotsD empleando 8F μg de proteína y tiras de IPG pH CSgF P3úG

Para el caso de la raíz PFigura IúD empleando áFF μg de proteína
y tiras de IPG pH jS8D la resolución en las manchas de proteína es
superiorG De hechoD si se comparan los dos rangos de pH a esta
misma concentración de proteínaD no existen diferencias importantes
entre el número de manchas resueltasD pero sí en la resolución de la
separaciónD siendo mayor en el primeroG Por lo anteriorD para este
órgano de la plantaD el análisis de proteínas apoplásticas se debe
realizar usando tiras de IPG en rango pH jS8 para la primera
separación por isolectroenfoqueG Estos resultados son similares a los
obtenidos en otros estudiosD en donde se han encontrado los mismos
rangos de pH para la separación en la primera dimensión P18, 34úG

Figura 7. 5D SDSUPAGE para la comparación de extractos de proteínas en diferentes tiempos
y con inoculación con FOD provenientes del fluido apoplástico de tallo y raíz de clavelR
empleando la solución de infiltración número 34 67 μg de proteína4 Gel Criterion Stain FreeTM
Bio RadR USA4 Gradiente 4U6724 5 Tallo día 7 controlR 6 Tallo día 7 controlR 3 Tallo día 7
inoculadoR 4 Raíz día 7 controlR 5 Raíz día 7 controlR 6 Raíz día 7 inoculado
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Figura 8. Electroforesis en 2D para los extractos obtenidos mediante el procedimiento TCA/Acetona a partir de fluido apoplástico de tallos de clavel, con diferentes cantidades de proteína total y rango de
pH en cada tira de isoelectroenfoque. A. 100 μg, pH 3-10, B. 200 μg, pH 3-10, C. 100 μg, pH 5-8, D. 200 μg, 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 apoplástico de raíces de clavel, con diferentes cantidades de proteína total y rango de
pH en cada tira de isoelectroenfoque. A. 100 μg, pH 3-10, B. 200 μg, pH 3-10, C. 100 μg, pH 5-8, D. 200 μg, pH 5-8



Martínez, A. P.; Martínez, S. T; Ardila, H. D.

Rev0 Colomb0 Quim0 20174 46 PzN4 80%IM14

Un análisis comparativo preliminar permite observar que algunas
de las manchas proteicas se comparten en geles obtenidos a partir de
fluido apoplástico de raíces y tallos de la planta4 indicando que
muchos de ellos deben contener proteínas que participan en procesos
conservados en las células vegetales a nivel extracelularM ;sí mismo4
se evidencian también manchas proteicas que son particulares de
cada órgano4 las cuales probablemente deben estar asociadas a otros
procesos que se llevan a cabo de manera tejido0dependienteM
:iferencias en la distribución de proteínas en función del órgano de
la planta objeto de estudio han sido reportados en diferentes especies
vegetales P387 39NM

Tabla 4. Condiciones de análisis para la separación en 2D de proteínas de fluido apoplástico
de tallos y raíces de clavel variedad Golem

Tejido
kantidad
de proteína
PµgN

Tiras
VP–

äoM
spotsH

ResoluciónHH

Tallo

%CC
pV E0%C %%G Juena

pV 80S %%F Juena

zCC
pV E0%C %GE üuy buena

pV 80S %Sz Juena

Raíz

%CC
pV E0%C 8F Juena

pV 80S SI Juena

zCC
pV E0%C %CF Juena

pV 80S GS üuy buena

*Los valores encontrados de número de manchas son obtenidos mediante el programa PDQuest.
**La resolución se determinó mediante inspección visual y evaluando el enfoque de una misma mancha
proteica en los diferentes tratamientos evaluados.

Para la obtención de fluido apoplástico presente en tallos o raíces de
clavel4 se debe emplear la solución amortiguadora äaKzP*T0
äazKP*T C4% ü pK I48/äakl 8C mü/β0mercaptoetanol C4%ó v2v
como solución de infiltración4 ya que presenta buen rendimiento en la
obtención de proteínas y la menor contaminación con proteínas
intracelularesM ;demás4 se pueden realizar dos centrifugaciones sobre
el mismo material vegetal para obtener una mayor cantidad de fluido
apoplástico4 sin generar rompimiento de la membrana citoplasmáticaM
Yn cuanto a la precipitación de proteínas4 el método Tk;/acetona
presenta un rendimiento superior al SCó comparado con el método
Tk;/acetona/fenol4 eliminando interferentes de tipo no proteico4
presentes en la muestraM Para los análisis proteómicos en z: PVYw0
S:S0P;–YN4 se deben emplear zCC µg de proteína y tiras de VP– con
pK E0%C cuando las muestras proceden de fluido apoplástico de tallo4
y zCC µg de proteína y tiras de VP– con pK 80S cuando proceden de
fluido apoplástico de raízM Yste procedimiento puede ser aplicado a
otras especies vegetales4 con el fin de estudiar la dinámica del
proteoma apoplástico en procesos biológicos que pueden incluir la
interacción con patógenosM

Conclusiones

?os autores agradecen la financiación de la Universidad äacional de
kolombia Sede Jogotá PProyecto :VJ äoM zC%C%CCzEEGTN4 a
kolciencias por la financiación del proyecto äoM %%C%I8STzFSI y al
programa de apoyo a estudiantes de doctorado convocatoria I%FM
Yspecial agradecimiento a wlorval SM;MS0Sede Qwk por la donación
del material vegetal empleado en estos estudiosM
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Evaluación del efecto
protector contra la
oxidación lipídica de
fracciones obtenidas a
partir del epicarpio de
tomate de árbol (Solanum
betaceum Sendtn)

Evaluation of protective
effect against lipid
oxidation of fractions
obtained from
tree tomato (Solanum
betaceum Sendtn) epicarp

Avaliação do efeito
protetor contra oxidação
lipídica de frações obtidas
a partir da casca de tomate
da árvore (Solanum
betaceum Sendtn)

Resumen Resumo
Se obtuvieron fracciones a partir del
epicarpio de tomate de árbol /Solanum
betaceum Sendtnk y se evaluó su efecto
protector contra la oxidación lipídica en
carne de res cocida /7R7kH Un extracto
obtenido a través de extracción supercrítica
fue fraccionado empleandoT a su vezT
extracción en fase sólidaw dichas fracciones
fueron adicionadas a 7R7 /concentración
APP mgQkgkH 4l efecto protector fue
determinado a través de la comparación de
algunos productos de oxidación y el
antioxidante sintético terbutilhidroxiquinona
/TêHQT concentración APP mgQkgkH 7uatro
fracciones fueron obtenidasT la fracción de
mayor polaridad mostró una alta eficiencia
para inhibir la oxidación lipídica en 7R7T
reduciendo la formación de
hidroperóxidosHPL y TêORS en LPP y
D-T82T respectivamentew esta mostró una
eficiencia superior a la observada para el
TêHQH 4sta fracción más activa fue
sometida a análisis HPL7BIOI y se
identificaron algunos compuestos fenólicosF
tres catequinas /epigalocatequinaT
epicatequina y galato de epigalocatequinak y
un ácido fenólico /rosmarínicokH Los
resultados obtenidos permitieron evidenciar
que el epicarpio de tomate de árbol es fuente
de antioxidantes con efecto protector sobre
7R7T alternativa de aprovechamiento y
valorización para dicho residuo
agroindustrialH

6ractions from tree tomato /Solanum
betaceum Sendtnk epicarp were obtained and
their effect against lipid oxidation in cooked
beef meat /7êMk was evaluatedH On extract
obtained by supercritical fluids extraction
was fractionated using solid phase extraction
and these fractions were added to 7êM /at
1PP mgQkgkH The protector effect against lipid
oxidation was determined by measuring
some lipid oxidation products and
comparison against the synthetic antioxidant
tertBbutylhydroquinone /TêHQ at 1PP mgQ
kgkH 6our fractions were obtainedT the most
polar fraction showed high efficiency to
reduce the lipid oxidation on 7êMT this
fraction reduced the LHP and TêORS
formation at LPPHP and D-H82T respectivelyH
This fraction showed an ability to retard lipid
oxidation in 7R7 higher than TêHQH The
fraction with the highest protector effect was
analyzed for its phenolic composition by
HighBPerformance Liquid 7hromatography
with IiodeBOrray Ietection /HPL7BIOIkH
Three catechin /epigallocatechinT epicatechin
and epigallocatechin gallatek and a phenolic
acid /rosmarinic acidk were identifiedH The
results revealed that the tree tomato epicarp
is a source of antioxidants with protective
effect on 7êMT an alternative for the use and
valorization of this agroindustrial wasteH

6rações da casca de tomate de árvore
/Solanum betaceum Sendtnk foram obtidas e
seu efeito para retardar a oxidação dos
lipídios em carne bovina cozida /7ê7k foi
avaliadoH Um extrato obtido através da
extração supercrítica foi fracionado utilizando
extração em fase sólida e as frações obtidas
foram adicionadas á 7ê7 /concentração 1PP
mgQkgkH O efeito protetor contra a oxidação
dos lipídios foi determinado medindo alguns
produtos de oxidação e comparando com a
terbutilBhidroquinona /TêHQT concentração
1PP mgQkgkH Quatro frações foram obtidasT
destasT a fração de maior polaridade mostrou
a maior eficiência para inibir a oxidação dos
lipídios da 7ê7T reduzindo a formação de
HPL e TêORS em LPP e D-T82T
respectivamentew mostrou uma eficiência
maior da observada para TêHQH 4sta foi
submetida a análise por a cromatografia
líquida de alta eficiência com detector de
díodos /HPL7BIOIk e foram identificados
alguns compostos fenólicosF três catequinas
/epigalocatequinaT galato de epicatequina e
galato de epigalocatequinak e um ácido
fenólico /rosmarínicokH Os resultados
permitiram evidênciar que a casca do tomate
de árvore é uma fonte de compostos
antioxidantes comefeito protetor sobre a
7ê7T esta é uma alternativa de utilização e
aproveitamento deesse resíduo agroindustrialH

Palabras clave: epicarpio de tomate de
árbolT Solanum betaceum SendtnT oxidación
lipídicaT actividad antioxidanteT extracción
con fluidos supercríticosH

Keywords: Tree tomato epicarpT Solanum
betaceum SendtnT lipid oxidationT antioxidant
activityT supecritical fluids extractionH

Palavras-Chave: casca de tomate de arvoreT
Solanum betaceum SendtnT oxidação dos
lipídiosT atividade antioxidanteT extração
supercríticaH
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°a eficiencia de las fracciones para atenuar la oxidación lipídica
en zRz fue comparada con al antioxidante sintético T+VQú
MinalmenteA algunos compuestos fenólicos fueron identificados en la
fracción con mayor eficaciaú

Introducción
Wl tomate de árbol áSolanum betaceum Sendtnb es un fruto tropical
nativo de los •ndes del PerúA Wcuador y zolombiaú •ctualmente se
conocen tres ecotipos de tomate de árbol diferenciados por su color4
amarilloA rojo y purpura á1b6 en zolombia los más comunes son el
amarillo y el rojoú zolombiaA +rasilA Nueva ZelandaA /eniaA
SudáfricaA Wstados Unidos ázaliforniabA ±ndia y Sri °anka son los
principales productores y exportadores mundiales de tomate de
árbolA al respectoA zolombia en el año Nj;Z produjo ;KINIU ton á2bú
Wl tomate de árbol es conocido por su valor nutricional debido a que
es una buenafuente de nitrógenoA fósforo y potasio á3bú Otros
metabolitos de importancia biológica han sido también identificados
y cuantificados en el frutoA tal es el caso de carotenoides á4, 5b y
polisacáridos á6, 7bA en el ecotipo amarilloA y antocianinas en el
ecotipo rojo á8-10bú •lgunos de estos compuestos ápúeú anticianinas y
otros compuestos fenólicosb hacen del fruto una fuente de
antioxidantesú %icha actividad antioxidante á••b de extractos de
tomate de árbol ha sido evaluada frente a radicales como el %PPV y
el •+TS•v á11, 12b y en la inhibición de la oxidación de
lipoproteínas de baja densidad á13bú

•hora bienA la oxidación lipídica es uno de los procesos más
relevantes en el deterioro de algunos alimentosA genera sabores y
aromas desagradablesA disminución del tiempo de vida útilA pérdida
de la calidad nutricional y formación de compuestos altamente
tóxicos á14, 15bú %icho proceso se puede controlar por medio de
antioxidantes yA en el caso particular de zolombiaA la industria
alimentaria usa antioxidantes sintéticos como el ácido eritórbico y la
terbutilPhidroxiquinona áT+VQbA pues son relativamente económicos
y bastante eficientesú Sin embargoA dichos compuestos sintéticos han
sido muy juzgados por sus efectos nocivos sobre la salud de los
consumidores á16, 17bú Por tantoA una alternativa en la protección de
alimentos frente a la oxidación lipídica es el uso de extractosA
fracciones o compuestos obtenidos a partir de fuentes naturales como
frutas y vegetalesA estos han demostrado ser muy eficientesA además
de proporcionar un carácter funcional a los alimentos á18bú Wl
epicarpio de tomate de árbol es una de esas fuentes naturales
alternativaA estudios previos realizados por nuestro grupo de
investigación han demostrado que extractos supercríticos áobtenidos
a diferentes presiones y temperaturasb provenientes de dicho residuo
poseen un potente efecto protector frente a la oxidación lipídica en
carne de res cocida ázRzb á19bú

Wn zolombiaA el consumo interno del tomate de árbol está
enfocado a su uso en frescoA elaboración de jugos y conservas y
obtención de algunos productos procesados6 este uso involucra de
forma exclusiva a la pulpa del frutoA descartando como residuos sus
semillas y su epicarpioú Wn el caso particular del epicarpioA este
residuo puede alcanzar hasta Ug en peso fresco relativo al frutoA esta
es una cantidad significativa de material vegetal queA en la
actualidadA posee pocas opciones de uso o aprovechamientoú °os
antecedentes muestran que los residuos agroindustrialesA en
particular el epicarpio de tomate de árbolA son fuentes importantes de
antioxidantes á18, 19bA lo que plantea una alternativa para el
aprovechamiento y valorización de dichas biomasasú

%ado lo anteriorA el presente trabajo exploró una alternativa de
uso para el epicarpio de tomate de árbol como fuente de fracciones
áantioxidantesb capaces de atenuar de forma eficiente la oxidación
lipídica en zRzú Para estoA un extracto obtenido a partir de epicarpio
de tomate de árbolA empleando extracción con fluidos supercríticos
áWMSbA fue sometido a fraccionamiento y las fracciones fueron
adicionadas como antioxidantes a zRzú

Wl dióxido de carbono fue proporcionado por White Martins Praxair
±nc á8oinvillePSzA +rasilbú °os disolventes orgánicos ámetanolA etanolA
cloroformoA hexano e isooctanob y ácidos áclorhídrico y
tricloroacéticob fueron proporcionados por Vetec Química Mina °tda
áRio de 8aneiroPR8A +rasilbú Wl ácido tiobarbitúrico fue obtenido de
•lfa •esar á°ancashireA U/bú Wl ;A;AZAZPtetraetoxipropano fue
proporcionado por SigmaP•ldrich zhemical zoú áStú °ouisPMOA
US•bú Wl antioxidante comercial para alimentos T+VQ fue
proporcionado /emin Mood Technologiesú Para la identificación de
los compuestos fenólicos se emplearon patrones certificados de
ácidos fenólicos ágálicoA phidroxibenzoicoA vanílicoA ferúlico y
cinámicobA catequinas ácatequinaA galato de epigalocatequinaA
epicatequinaA galato de epicatequina y epigalocatequinab y
flavonoides áácido caféicoA ácido pPcumáricoA ácido rosmarínicoA
quercetinaA naringeninaA luteolinaA kaempferolA ácido ursólico y
pinocembrinabA estos fueron proporcionados por SigmaP•ldrich áStú
°ouisPMOA US•bú

Materiales y métodos
Reactivos y estándares

Wl epicarpio de tomate de árbolA ecotipo amarilloA fue proporcionado
por •limentos S•S Sú•ú á+ogotáA zolombiabú Wste correspondía al
residuo generado en la producción de pulpa a partir del frutoú Wl corte
de carne de res empleado fue morrillo con un contenido de grasa de
Zjg en peso frescoA fue adquirido en un mercado local de +ogotáú Wl
epicarpio fue removido de residuos de pulpa y semillas y lavado con
agua corrienteA posteriormente se secó a temperatura ambiente por kN
h áhumedad final jANj ± jAj;gbú °a muestra seca fue sometida a
molienda y posteriormente separada por tamaño de partícula en
agitador vibratorio vertical á+ertel Metalurgic ±ndú °tdaúA zaieirasPSPA
+rasilb6 el tamaño medio de partícula final fue jANkñ ± jAjjñ mmú Por
otra parteA la muestra de carne á≈ ;j kgb fue lavada con abundante
agua y se le removió el tejido conectivo y la grasa externaú °uego se
dividió por cuarteos sucesivosA hasta obtener ;I fracciones de Ijj ± U
g que fueron cortadas en cubos de ; cmZ y mezclados aleatoriamenteú

Muestras y preparación

°a muestra de epicarpio de tomate de árbol fue sometida a extracción
con fluidos supercríticos áWMSb empleando una unidad de extracción
dinámica descrita por %anielski et al. á20b y siguiendo la metodología
descrita por zastroPVargas et al. á19bú Wl extracto fue obtenido
empleando como disolvente dióxido de carbonoA adicionado con
etanol áWtOVb como cosolvente ázON:WtOVb a un flujo constante de
jAUj ± jAjU kg:hú °as condiciones de extracción fueron4 presión Zj
MPaA temperatura Uj ± ; °z y Ng en peso árespecto al zONb de
cosolventeú Wl tiempo de extracción empleado fue N;j minA tiempo
establecido por medio de ensayos cinéticos ácurvas de extracciónb a
las condiciones antes citadasú Todas las condiciones fueron
establecidas a partir de estudios previos á19, 21bú Wstas condiciones
permitieron obtener un extracto con alta eficiencia para retardar la
oxidación lipídica en zRzú

Obtención de extracto
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Obtención de fracciones

Kl extracto obtenido fue fraccionado empleando un cartucho de
extracción en fase sólida empacado con 89F g de sílica modificada9
diol9 como fase estacionaria z°yperSepT% kiol9 5FLRF μm/j Se
inyectaron en el cartucho ;FF mg de extracto9 previamente liofilizado9
disuelto en una mezcla hexanoCacetato de etilo z7éú/j Xos compuestos
fueron eluidos empleando un gradiente de hexanoCacetato de etilo a
un flujo 7 mXCminj Puatro fracciones fueron obtenidas9 rotuladas
como B7 a B59 correspondientes a diferentes composiciones de
hexanoCacetato de etilo z7éú9 ;é±9 Ré5 y áé8/ñ para cada una se usaron
8O mX de fase móvilj Todas las fracciones fueron concentradas en
rotavapor y liofilizadas evaluando su rendimientoñ posteriormente
fueron reconstituidas en KtO° y se evaluó su efecto contra la
oxidación lipídica en PRPj

Rev. Colomb. Quim. 20179 46 z8/9 7±L8;j

OF μX de una disolución de butilhidroxitolueno z8; m%/9 79O ±
F97 mX de disolución de ácido tiobarbitúrico z8R m%/ y 7F9F mX de
ácido tricloroacético zF9; % en °Pl F98 %/j Xa mezcla se agitó en
vortex por ;F s y se ubicó en baño de agua en ebullición por 5F min9
después se detuvo la reacción sumergiendo los tubos en un baño de
hieloj Se tomaron O9F ± F97 mX de la suspensión resultante y se
mezcló con O9F ± F97 mX de cloroformo9 se agitó en vortex y se
centrifugó z°ettich® Universal ;8FC;8FR9 Tuttlingen9 Qermany/ a
OOFF rpm por 8F min z;;5á g/j Se tomó la fase acuosa y se determinó
su absorbancia a O;8 nm zVIRqIw Pary® OF UVLVis9 Palo IltoLPI9
USI/j Xos resultados obtenidos son expresados en términos de mg de
malondialdehido z%kI/ por kilogramo de PRP zmg %kIC·g/j Para
esto se preparó una curva de calibración %kI zF9F;R μ% a F97áO
μ%/ obtenido por hidrólisis de 7979;9;Ltetraetoxipropanoj

Oxidación lipídica en CRC

Kl efecto protector contra la oxidación lipídica o actividad
antioxidante zII/ del extracto crudo y las fracciones de epicarpio de
tomate de árbol fue evaluado en PRP y comparado frente al
antioxidante sintético TN°Q z19/j

Preparación de carne de res cocida y almacenamiento
Xa carne de res zPR/ fue molida en licuadora a máxima velocidad
usando ciclos cortos hasta obtener un paté homogéneoj Porciones de
8F ± F9F7 g de paté fueron ubicadas en tubos Balcon ámbar y se
llevaron a cocción en baño de agua a ±O ± 7 °P9 hasta alcanzar una
temperatura interna de RO ± 7 °P zaproximadamente 5F min/9
obteniendo la PRPj Kl extracto crudo9 las fracciones y el TN°Q
fueron adicionados de forma independiente a muestras de PRP hasta
alcanzar una concentración final de 8FF ± F9O mgCkg z22/j

%uestras control fueron preparadas de forma similar adicionando
7F ± F97 μX de etanol sin antioxidantesj Un grupo de muestras de
PRP sin antioxidantes fue sometido a análisis inmediato zdía cero/9
mientras que las otras muestras adicionadas con el extracto9
fracciones y TN°Q fueron almacenadas a 5 °P por ú díasj Pada
grupo de muestras zdía cero9 control9 adicionadas con extracto9
fracciones o TN°Q/ involucró seis replicasj Xa oxidación lipídica en
PRP fue determinada por cuantificación de hidroperóxidos lipídicos
z°PX/ y las especies reactivas al ácido tiobarbitúrico zTNIRS/j Xos
resultados son presentados como la diferencia en el contenido de °PX
y TNIRS entre los días F y ú9 respectivamentej

Medición de hidroperóxidos lipídicos
Xa formación de °PX fue evaluada por el método de dienos
conjugados z8;9 85/j Xa PRP fue sometida a extracción de los
hidroperóxidos empleando una mezcla de hexanoémetanol z7é7/ñ la
fracción apolar fue concentrada en vacío y los °PX fueron disueltos
en isooctanoj Posteriormente se midió la absorbancia de la disolución
a 8;5 nm zVIRqIw Pary® OF UVLVis9 Palo IltoLPI9 USI/j Xa
concentración de °PX fue calculada usando el coeficiente de
extinción molar de los hidroperóxidos del ácido linoleico zξ U 8RFFF
%L7·cmL7/ z25/ñ los resultados son expresados como mmol de °PX
por kilogramo de PRP zmmol °PXCkg/j

Medición de especies reactivas al ácido tiobarbitúrico
Xas TNIRS fueron medidas con base en reportes previos con ligeras
modificaciones z26-28/j Se tomaron muestras de OFF mg de PRP en
tubos Balcon y se adicionaron sucesivamenteé

Análisis de compuestos fenólicos

Xa fracción que presentó la mayor II en PRP fue sometida a análisis
por cromatografía líquida de alta eficiencia con detección por arreglo
de diodos z°PXPLkIk/j Para esto se empleó un cromatógrafo
Igilent Technologies Serie 78FF zPalo IltoLPI9 USI/j Xa
separación se realizó en una columna en fase reversa ·qwKTKX P7á
Phenomenex z7FF mm x 59R mm x 89R μm/ mantenida a ;O °Pj Xa
fase móvil usada fue ácido acético al F9;. p/p zdisolvente I/ y
acetonitrilo zdisolvente N/ a un flujo constante de 7 mXCminj kurante
la separación se empleó el siguiente gradiente de elucióné inicio con
úO9O. de I y 59O. de N durante 7; minñ luego la concentración de N
fue incrementada hasta 7O. en 7 min9 manteniéndola constante por ;
minñ después la concentración de N fue incrementada hasta 88. a
una velocidad de 89;.Cmin9 manteniéndola constante por á minñ
finalmente la concentración de N fue llevada a 7FF. en 8 minj Xa
inyección de la muestra consistió en 7F μX de una disolución de la
fracción de OFFF ppmj Ilgunos compuestos fenólicos fueron
identificados por comparación de sus espectros UV y sus tiempos de
retención frente a compuestos puros zácidos fenólicos9 catequinas y
flavonoides/j

Análisis estadísticos

Xos ensayos de II fueron realizados bajo un diseño experimental
completamente aleatorio9 los resultados son presentados como la
media y su desviación estándar9 obtenidos a partir de seis
repeticionesj Un análisis de varianzas zIwOVI/ de una vía zúO. de
confianza/ fue realizado con el objetivo de evidenciar diferencias
significativas en la II del extracto9 las fracciones y el TN°Qj Todos
los análisis fueron ejecutados empleando el software R zVersion
8j7;jF/j

Resultados y discusión
Trabajos previos realizados en nuestro grupo de investigación
abordaron la obtención de extractos con II a partir de epicarpio de
tomate de árbol empleando KBSj Xos resultados obtenidos
proporcionaron la condición de extracción más adecuada para obtener
un extracto con alta II en PRP zPO8 a ;F %Pa9 OF °P y 8. de
KtO° como cosolvente/ z19/j kicho extracto fue sometido a
fraccionamiento con el fin de separar algunos de los compuestos
responsables de la II observada9 al mismo tiempo se buscó mejorar
el efecto protector sobre la PRP por medio de uso de las fraccionesj
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Se obtuvieron cuatro fracciones óFQ a F0TA la más abundante fue
FQ con un N:8 en peso relativo al extractoA seguida por FP con
QPAO8A Fq con UAO8 y F0 con D8A el q8 del extracto fue perdido por
adhesión a la columnaí Todas las fracciones fueron adicionadas de
forma independiente a CRC y su AA fue evaluadaí

La eficiencia de las fracciones para retrasar la oxidación lipídica en
CRC o AA fue evaluada y comparada contra el TBHQ y el extracto
crudoA las concentraciones de HPL y TBARS presentes en las
muestras de CRC tratadas son presentadas en la Figura Qí

Oxidación lipídica en carne de res cocida

La mayor AA fue presentada por F0 que inhibió la formación de
HPL en CRC en un QHH8 respecto al CONTROLí La muestra de
CRCA adicionada con dicha fracciónA no presentó diferencias
significativas ósiglas ND en la Figura QaT en la concentración de HPL
entre los días cero y nueve de almacenamientoí Un resultado similar
fue observado para las TBARS óFigura QbTz F0 minimizó su
formación en un :UAO8 en comparación al CONTROL óHAHP mg
MDABkg respecto a QAq0 mg MDABkgTí La Fq también presentó una
buena AAA pues redujo la formación de HPL y TBARS en UUAO y
:QAH8A respectivamenteí Por su parte las fracciones FQ y FP no
mostraron una AA importanteA por el contrarioA ejercieron un efecto
prooxidante sobre la formación de TBARS en CRCí

Figura 1. Concentración de hidroperóxidos lipídicos (a) y especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (b) presentes en las muestras de carne de res cocida tratadas con el extracto crudo, las fracciones LF1 a
F4g y el antioxidante TBHQ. ND: no existen diferencias en la concentración entre los días cero y nueve de almacenamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas Lp ≤ 0.05g
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Al comparar la AA de FL frente a la observada en el extracto
crudo se evidencia que dicha fracción posee una mayor eficiencia
para atenuar la formación de TBARS en CRCQ FL mostró una
habilidad seis veces mayor para reducir la formación de TBARS
respecto a la presentada por el extracto crudo káéázá mg MDA3kg en
la muestra de CRC adicionada con FL respecto a áéízá mg MDA3kg
en la muestra de CRC adicionada con el extracto crudo1Q Esto muestra
que el fraccionamiento del extracto fue un proceso eficiente ya que
permitió separar en una fracción kFL1 algunos de los compuestos con
mayor AA presentes en el extracto crudoQ

El antioxidante sintético TBHQ mostró una AA inferior a la
observada en el extracto crudoé FP y FLé esto sugiere que dichos
productos obtenidos a partir del epicarpio de tomate de árbol podrían
ser empleados en la conservación de productos cárnicos en reemplazo
del TBHQé obteniendo una alta protección frente a la oxidación
lipídica y reduciendo los riesgos asociados a la presencia de
sustancias de origen sintéticoQ

Teniendo en cuenta los resultados observados en la evaluación
de la AA de las diferentes fraccionesé la FL fue sometida a análisis por
HPLCHDAD con el propósito deidentificar algunos compuestos
fenólicos responsables del efecto protector observadoQ

Rev. Colomb. Quim. 2017é 46 kz1é íGHzPQ

Respecto a EGCé EC y GEGCé actualmente no existen reportes
en la literatura relacionados con la AA en CRC o matrices similares
kcarnes cocidas1Q Sin embargoé la AA de dichos compuestos ha sido
evaluada en matrices menos complejas como emulsiones agua3aceite
observándose una reducción de la formación de HPL y TBARS
mayores a -áMé relativo al control k31, 321Q Estos resultados
muestran que los compuestos fenólicos identificados en FL presentan
un buen comportamiento como agentes protectores contra la
oxidación lipídicaé lo que permite considerar que su aporte a la AA en
CRC observada para FL debe ser significativoQ

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el
epicarpio de tomate de árbol es un residuo agroindustrial altamente
promisorio para la obtención de antioxidantes con gran eficiencia
para retardar la oxidación lipídica en alimentos como CRCQ Teniendo
en cuenta estoé el epicarpio de tomate de árbol se presenta como una
fuente de extractosé fracciones o compuestos con potencial aplicación
en la conservación de productos cárnicos similaresQ Esta alternativa
de aprovechamiento podría beneficiar la cadena productiva del frutoé
al proporcionarle un valor agregado generado por la comercialización
de los extractos o fracciones del epicarpioQ Las industrias
procesadoras de tomate de árbol también podrían verse beneficiadas
al comercializar el residuoé obteniendo así un ingreso adicionalQ Por
su parteé la industria procesadora de carne dispondría de un aditivo
alternativo para conservar sus productosé el cual remplazaría los
actualesé incrementaría la vida útil de sus productos y les
proporcionaría un carácter funcionalQ

Cuatro fracciones fueron obtenidasé de estas la de mayor
polaridadé FLé mostró una eficiencia para inhibir la formación de HPL
y TBARS en CRC muy cercana al íááMQ En comparación con el
extracto crudo y el antioxidante sintético TBHQé FL presentó una AA
notablemente superiorQ Finalmenteé tres catequinas y un ácido
fenólico fueron identificados en FLé estos compuestos probablemente
aportaron de forma significativa a la AA observadaQ

Identificación de compuestos fenólicos

La fracción FL fue sometida a análisis por HPLCHDADú en la Figura
z se presentan el cromatograma obtenido a zL- nmQ La comparación
de los tiempos de retención y espectros UVHVis de los compuestos
separados a partir de FL contra compuestos puros permitió identificar
cuatro compuestos en FL% epigalocatequina kEGCé pico í1é
epicatequina kECé pico z1é galato de epigalocatequina kGEGCé pico P1
y ácido rosmarínico kARé pico L1Q De los compuestos identificadosé el
AR ha sido previamente reportado en pulpa de tomate de árbol
ecotipo amarillo k291é sin embargoé no se encontraron reportes sobre
la identificación de los demás compuestos en el frutoQ

La AA del AR en CRC ha sido previamente reportada en la
literatura k301ú la adición de -áá ppm de AR en forma de rosmarinato
inhibió totalmente la formación de TBARS en CRC durante su
almacenamiento a L °C por íL díasQ

Figura 2. Cromatograma obtenido en el análisis por CLAE-DAD de F4 a 245 nm

Conclusiones
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honey by UFLC-MS
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de resíduos múltiplos para
o analise de agrotóxicos
em mel por UFLC-MS

Abstract Resumo

ã method for the determination of pesticide
residues in honey by ultra fast liquid
chromatography coupled with mass
spectrometry was developed6 4or this purposep
different variations of the QuOõHORS
method were performedx Mi@ amount of
samplep Mii@ type of salt to control pHp Miii@
buffer pHp and Miv@ different mixtures for
cleaning0up6 In additionp to demonstrate that
the method is reliablep different validation
parameters were studiedx accuracyp limits of
detection and quantificationp linearityp and
selectivity6 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 7) pesticides selected from
the original method6 It was found that the
method is suitable for the analysis of wE
pesticidesp out of w,6 4urthermorep with the
developed method recoveries between HE and
7hEA and relative standard deviation below
7wA were found6

Se desarrolló un método para la
determinación de residuos de plaguicidas en
miel de abejas mediante cromatografía líquida
ultra rápida acoplada a espectrometría de
masasMcuádruplo sencillo@6 Se partió del
método QuOõhORSp evaluando las siguientes
variablesx Mi@ cantidad de muestrap Mii@ tipo de
sal para el control de pHp Miii@ valor de pH del
buffer y Miv@ mezclas de limpieza6
ãdicionalmente y con el propósito de
demostrar la confiabilidad del métodop se
evaluaron diferentes parámetros como
exactitudp límites de detección y
cuantificaciónp linealidad y selectividad6 Los
resultados mostraron quep mediante las
modificaciones realizadasp se logró obtener un
método más selectivo y se mejoró la exactitud
de 7) plaguicidas respecto al método
QuOõhORS original6 Por otro ladop mediante
el proceso de validaciónp se encontró que el
método es apto para el análisis de wE
plaguicidas Mde w, que se emplearon@6 Se
obtuvieron porcentajes de recuperación entre
el HE y 7hEA y coeficientes de variación
inferiores al 7wA

4oi desenvolvido um método para a
determinação de resíduos de pesticidas no mel
por cromatografia líquida ultrarrápida
acoplada à espectrometria de massa6 Para este
efeitop foram realizadas diferentes variações
do método QuOõhORSx Mi@ quantidade de
amostrap Mii@ tipo de sal para o controle do pHp
Miii@ valor do pH do tampãop Miv@ diferentes
misturas de limpeza6 ãlém dissop a fim de
demonstrar que o método é confiávelp
diferentes parâmetros foram validados comox
precisãop limite de detecção e quantificaçãop
linearidade e seletividade6 Os resultados
mostraram quep por meio das modificações é
possível obter um método mais seletivo que
melhora a precisão de cerca de 7) pesticidas
selecionadosp respeito ao método original6
ãdicionalmentep foi determinado que a
validação do método estabeleceu que este é
adequado para a análise de wE pesticidas Mw,
foram utilizados@6 4oram obtidos percentagens
de recuperação entre HE e 7hEA e coeficientes
de variação menores ao 7wA6

Keywords: pesticidesp QuOõhORSp honeyp
validation6

Palavras4Chave: pesticidasp QuOõhORSp melp
validação

Palabras clave: plaguicidasp QuOõhORSp
mielp validación6
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Desarrollo y validación de un método multiresiduo para el análisis de plaguicidas en miel por UFLC-MS

Introducción

Nl sector apícola está relacionado con el desarrollo natural de los
ecosistemas y con el avance económico a nivel agrícola y pecuarioA
puesto que tiene función protagónica en la polinización yA por tantoA
en la sustentabilidad de la producción agrícola0 Oel mismo modoA es
importante por el valor nutricional de sus productos0 Oada su
importancia para la agriculturaA su desarrollo es imprescindible para
alcanzar la seguridad y soberanía alimentaria que requiere el país
;producción de alimentosA cantidadA calidadA inocuidadA trazabilidad
y sostenibilidadjA pues a medida que se incrementa el desarrollo
apícolaA se aporta mayor beneficio ambientalA económico y social
para todo el sector agrícola0 Pese a su importanciaA la apicultura
enfrenta importantes retos productivos causadosA principalmenteA por
el efecto antrópico en los ecosistemas y el cambio climático ;1j0

Siguiendo con la importancia de la apiculturaA gracias a la
polinización entomófila se mantiene aproximadamente un tercio de
los cultivos y la mayor parte de la flora silvestre ;2j0 Se calcula que
en los últimos años la polinización ha representado un beneficio
económico global alrededor de los éLH mil millones de eurosA
correspondientes al precio de las cosechas que dependen de la
polinización natural4 se estima que sin esta herramienta se bajaría la
productividad agrícola hasta en un -H2 ;2j0

Qsí bienA para efectuar el proceso de polinizaciónA entre /kkkk y
éHkkk abejas obreras realizan en promedio diez viajes por díaA para
lo cual exploran aproximadamente un radio de : km en los
alrededores de su hábitat ;3,4j0 Ourante este procesoA
microorganismosA sustancias químicas y partículas en el aire entran
en contacto con ellas ;5j0 Por lo anteriorA las abejas y los productos
de la colmena sirven como bioindicadores para el monitoreo de
plagasA contaminación de origen industrial o urbano y3o prácticas
agrícolas que puedan ser perjudiciales ;6j0

Nntre dichas prácticas agrícolas se encuentra el control químico
de plagasA de mayor impacto para el ecosistemaA pues trae como
principal consecuencia un aumento en la frecuencia y dosis de
exposición a pesticidas por parte de las abejas0 Por lo anteriorA la
actual regulación para plaguicidas químicos no solo está orientada a
la protección del consumidorA sino que también busca la protección
de las abejas como principales polinizadores en la naturaleza ;2j0

Qhora bienA el análisis de residuos contaminantes orgánicos en
productos apícolas se realiza mediante dos tipos de métodosU los
presuntivos y los de confirmación0 Nn el primer grupo se encuentran
los inmunoensayos y los métodos microbiológicos0 Nn el segundo los
métodos de confirmación queA según el µodex QlimentariusA se basan
en técnicas instrumentales avanzadas como la electroforesis capilar y
la cromatografía líquida de alta eficiencia acopladas a espectrometría
de masas ;HPLµ1MSj ;7, 8j Oiferentes entes de control como la
Qdministración de medicamentos y alimentos ;FOQA por sus siglas
en inglésj y la Unión Nuropea han establecido la necesidad de contar
con métodos que permitan realizar la cuantificación y confirmación
de los residuos ;7, 8, 21, 22jA por lo cual los métodos instrumentales
tienen mayor ventaja en este caso ;9-11j0
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Materiales, reactivos y soluciones

Se trabajó con estándares de plaguicidas de pureza mayor al FH2A
provenientes de las casas comerciales Or Nhrenstorfer y
µhemservice0 Las soluciones madre fueron preparadas en
concentraciones cercanas a Hkk μg3mL en acetonitrilo o metanol y
almacenadas en frascos ámbar a 1ék ºµ0 Los solventes empleados en
este estudio fueron J0T0 Raker grado HPLµ0 Para los ensayos de
extracción se utilizaron sales de QuNµhNRS Restek Q1Sep TM y
para la limpieza de los extractos se emplearon los adsorbentes Restek
dSPN Q1Sep TM0 Los detalles de preparación mezclas y del estándar
interno se encuentran en trabajos previos ;16, 17j0

Nn el análisis de muestras de mielA debido a la complejidad de la
matriz y a que es necesario realizar exhaustivos procesos de
limpiezaA se han reportado diversos métodosA entre ellos el
QuNµhNRS modificado ;12j0 Qunque este método resulta ser una
excelente alternativa cuando se dispone de analizadores de masas en
tándemA al emplear detectores convencionales como fluorescenciaA
nitrógeno1fósforoA captura de electrones o inclusive un
espectrometrómetro de masas con un cuadrupolo sencilloA la
cantidad de interferentes limita el uso del método en un número
elevado de compuestos o impide la obtención de límites de
cuantificación acordes con la legislación ;13, 14j0

Nn este sentidoA este trabajo tuvo como objetivo desarrollar un
método para la determinación de HL plaguicidas de diferentes
familias químicas en muestras de mielA mediante el empleo de UFLµ
;cromatógrafo líquido ultra rápido por sus siglas eninglésj acoplado
a un analizador de masas de cuadrupolo simple0 Oe igual modoA se
buscó demostrar la aptitud del método mediante una validación de
nivel é ;15j0

Materiales y métodos

Mieles de partida

Se emplearon cuatro mieles obtenidas de apiarios experimentales y
mieles comerciales provenientes del altiplano cundiboyacense y del
departamento del Meta en µolombia0 Todo el material fue analizado
antes y durante todo el proceso de desarrollo del método analíticoA
con el propósito de asegurar que no se tuviera presencia de ninguno
de los plaguicidas estudiadosA así como de controlar los procesos de
contaminación cruzada0

Método de extracción de partida

Se partió del método QuNµhNRS para mieles ;18j0 Nn un tubo de
centrífuga se pesaron H g de muestraA se adicionó TPP ;fosfato de
trifeniloj y la mezcla de plaguicidas ;concentraciones entre kA/ y H
µg3mLj0 Se dejó en reposo por /H min yA transcurrido ese tiempoA se
adicionaron /k mL de agua y /k mL de acetonitrilo4 se agitó de
manera manual por / min yA posteriormenteA se adicionaron C g de
MgSOC anhidro y / g de QcONa4 nuevamente se agitó manualmente
por / min0 OespuésA se centrifugó a Lkkk rpm por H min y se
tomaron /k mL del sobrenadanteA que se transfirió a un tubo de
centrífuga de /H mL
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Para el proceso de limpiezaq por cada mililitro de extracto se
adicionaron 7b mg de amina primariaIsecundaria fPSRq por sus
siglas en inglésL y NbC mg de MgSOF anhidroq se agitó manualmente
por :C s y se centrifugó por 7 min a TCCC rpmE Se tomaron b mL de
extracto y se concentraron con un flujo de nitrogéno hasta llevar a
casi sequedadq posteriormente se adicionaron 7C µL del QV y se
reconstituyó con N mL de una mezcla RguaµR×N fíá:LE Binalmenteq
el sobrenadante se filtró a través de una membrana de Cq77 μm de
PTBQ y se transfirió a un vial de cromatografía f19LE ñurante el
desarrollo del métodoq en todos los experimentos se realizó un
mínimo de cinco réplicasE

Estudio de los adsorbentes

Una vez establecidas las mejores condiciones en la etapa de
extracción de los compuestosq con el propósito de mejorar la
selectividad del métodoq se procedió a estudiar el empleo de
diferentes adsorbentes para la limpieza de los extractosE ñe acuerdo
a la composición química de las mielesq se considera que los
principales compuestos que interfieren en el proceso de detección de
los plaguicidas pueden ser vitaminasq fenolesq pigmentosq
aminoácidosq ácidos orgánicos e inclusive azúcares f28LE La
reducción de la presencia de ácidosq aminoácidos y azúcaresq como
se mencionó en la sección experimentalq se realizó a través del
empleo de PSR y sulfato de magnesioE ñe esta maneraq para mejorar
el proceso de limpieza se adicionaron otros adsorbentesá
octadecilsilano f×NDú 7C mg por cada mL de extractoL y carbón
negro grafitizado f×N°ú 7C mg por cada mLLE

Calibración analítica y análisis de datos

Se realizó un proceso de evaluación de efecto matriz previo a la
cuantificación de cada analitoE Se encontraron porcentajes de efecto
matriz entre TUO y N:COq resultados que concuerdan con estudios
previos f17, 20LE Por lo anterior se realizaron también diferentes
niveles de calibración en blancos de matrizE Para el caso de los
ensayos de recuperaciónq se cuantificó con un solo punto de
calibraciónq de acuerdo a las recomendaciones del documento
SRNTQ f20LE Para la evaluación de la linealidad del sistemaq se
preparon las curvas de calibración que estaban compuestas por seis
puntos de calibración en blanco de matrizq cada uno de ellos se
inyectó cuatro veces en el sistema analíticoú los puntos se
distribuyeron equidistantementeE Todos los análisis estadísticos se
realizaron a través del paquete estadístico R ×ommander a un nivel
de confianza del UbO f22LE

Validación del sistema de medición.

×on el fin de demostrar que el sistema de medición funcionaba
adecuadamenteq se realizó una validación de nivel 7q consistente en
evaluará selectividadq exactitudq linealidadq límites de detección y
límites de cuantificaciónE

Instrumentos y equipos

Condiciones cromatográficas
Ql análisis cromatográfico fue llevado a cabo en un UBL× Shimadzu
Prominence fMarylandq ×Rq QURLq acoplado a un detector selectivo
de masas L×MSµ7C7CE Los análisis fueron llevados a cabo en una
columna Shim Pack fT cm × 7 mm dEiEq tamaño de partícula de 7qN
μm y fase estacionaria ×NDLú se trabajó en modo de gradiente con
ácido fórmico al CqNO fp/vL y acetato de amonio b mM en agua
MilliµQ fRLú la fase orgánica empleada fue acetonitrilo fkLE Ql
programa de elución utilizadoq expresado como porcentaje de kq
inicia a CO fC minL aumenta a 7CO en CqCN minq se mantiene por Cq:
minq posteriormente llega hasta bbO en Dqb min y luego aumenta
hasta el NCCO en los siguientes Nqb minE Binalmenteq se mantiene por
Nqb min f17LE Ql volumen de inyección fue b µLq la temperatura de
columna FC °× y el flujo de fase móvil Cq: mLIminE

Condiciones de la interfaz y espectrómetro de masas
×on el propósito de obtener una mejor sensibilidad para la
identificación y cuantificación de los bT plaguicidas en estudioq se
trabajó con dos métodos de adquisición independientesá un estándar
interno fTkPL y un estándar subrogado fTPPL Runque las
condiciones cromatográficas fueron las mismasq las condiciones de
la interfaz y del espectrómetro variaronE Qn este sentidoq el equipo
operó en modo electrosprayq con un flujo de gas de secado de NC LI
min y un flujo de gas nebulizador de Nqb LIminú las temperaturas del
bloque de calentamiento y de la línea de eliminación del solvente
correspondieron a 7CC º× y 7bC º× y a 7NC º× y 7bC º× para el
primer f°rupo N de compuestosL y segundo método de adquisición
f°rupo 7 de compuestosLq respectivamente f16, 17LE

Los análisis fueron llevados de manera simultánea en modo
positivo y negativoq el voltaje aplicado en el capilar correspondió a
FbCC V y µFbCC V respectivamenteE Todos los análisis fueron
realizados en modo SVME La Tabla N muestra los iones seleccionados
para la cuantificación y el tiempo de retención de cada compuestoá
las tres primeras columnas muestran las condiciones para el método
de adquisición Nq mientras que las tres últimas columnas son para el
método de adquisición 7E Qstos compuestos fueron seleccionados
acorde con la legislación nacional e internacional f23Lq el nivel de
afectación a las abejasq su uso en ×olombiaq sensibilidad en el
instrumento y la disponibilidad del material de referencia para la
calibración del instrumentoE

Por otro ladoq para la evaluación de la exactitud del métodoq
como recuperación y precisión en condiciones de repetibilidad y de
precisión intermediaq se fortificaron muestras de miel a tres niveles
de concentraciónE Ql primer nivel fL×L correspondía al límite
máximo de residuosq una concentración inferior a este o en su
defecto concentraciones cercanas a NC µgIkgE Ql segundo y tercer
nivel de fortificación correspondieron a 7 y b veces el primer nivel
fL×LE
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MÉTODO M MÉTODO É

Compuesto
tretención
5minS

Compuesto
tretención
5minS

Ion 5mIzST

Acefato É/78 ÉTM Metamidofos É/7D MDÉ

Monocrotofos É/9N ÉDM propamocarb É/8O MNH

Oxamil É/HM ÉO9 Tiociclam É/8N MNÉ

Metomil O/T8 M8O Linuron É/9T EÉD9

Carbendazim O/M7 MHÉ Nitenpiram É/9H É9M

Imidacloprid O/7É EÉ7D thiametoxan É/HH ÉHÉ

Dimetoato O/8O ÉOT dazomet O/TO M8O

Tiabendazol O/ÉD ÉTÉ mevinphos O/M9 ÉÉ7

Cimoxanil O/N8 EMH9 OEOH carbofuran O/M9 É77

Tiodicarb D/NO O77 Acetamiprid O/OT ÉÉO

Carbofuran D/NM ÉÉÉ Tiaclorprid O/9M EÉH9

Atrazina 7/MH ÉM8 Dinotefuran É/9T ÉTO

Metalaxyl 7/OD ÉNT Simazina D/TN ÉTÉ

Pirimicarb D/NM ÉOH Carbaryl D/79 ÉMH

Imazalil D/88 ÉH9 Isoprocarb 7/HT ÉO7

O/DEdicloropropilanlilida 7/NH EÉM8 Ametrina 8/M9 É8H

Pirimetanil 8/TO ÉTT Tridemoprh 8/8É ÉHN

Dimetomorf 7/HO OHT Epoxiconazole 8/9T OOT

Azosxistrobin 8/DH DTD Fenexhamid 9/NM EOTT

Tebuconazol 8/9H OTN Etoprofos 9/NM ÉND

Metoxyfenozida 8/N8 O8H Flusilazole 9/HD O79

Hexaconazol 9/TT EO7N Penconazol N/T9 OÉ7

Espinosad A 8/OO 9OO Piraclistrobin H/NT ONN

Benalaxil 9/9O OÉ8 Trifloxistribina H/M9 DTH

Difenoconazol 9/8H DTN Lufenuron H/DM E7TH

Azinfos Metil 9/9N O8N Buprofezin H/HM OT8

Espinosad D 8/DH 9D9 Clorfenaprid 9/9D EODH

Indoxacarb N/É9 7ÉN Temefos H/88 D89

Tabla 1. Iones de cuantificación (T) para los compuestos estudiados y tiempos de retención para los dos métodos de adquisición empleados

NOTA: los signos negativos en los iones representan que se realizó la detección en modo negativo

Estudio de la relación cantidad de muestra/solvente
de extracción

Con el propósito de obtener límites de cuantificación acordes con la
legislación existente para mieles 523S/ se partió del método europeo
5citratosS y se realizaron ensayos en los que se incrementó la
cantidad de muestra desde O g hasta MT g y otros en los que se
disminuyó la cantidad de solvente de MT mL a 7 mLá

Resultados y discusión Se encontró que los porcentajes de recuperación de varios
compuestos como el metalaxil/ acefato/ oxamilo/ entre otros/
disminuyeron notablementeá Asimismo/ la cantidad de interferencias
que se obtuvieron al incrementar la relación muestraIsolvente de
extracción impidió la detección adecuada de varios compuestosá En
este sentido/ como parte del desarrollo del método y en vista de los
resultados obtenidos en esta primera etapa se decidió trabajar con 7 g
de muestra y MT mL de solvente orgánico e incluir una etapa de
concentración de la muestraá

IonT 5mIzS
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Selección del sistema de amortiguación de pH

Debido a que el método QuEChERS presenta dos versiones1
reconocidas como métodos oficiales para el análisis de residuos de
plaguicidas1 se evaluaron las dos con el propósito de determinar cuál
es la más adecuadaz La primera corresponde al método AOAC
Nxxjzxy A19O AMétodo AO1 en la que se usa acetato de sodio para
realizar el control de pH en el proceso de extracciónz La segunda
versión del método considera el uso de sales de citrato y corresponde
a la versión europea del método EN yñ;;N A26O1 Amétodo BOz

Los resultados mostraron que1 mediante el método A1 yB
compuestos presentaron interferencias que impidieron realizar la
integración de las señales cromatográficas= para el método B se
presentaron y5 interferenciasz Lo anterior supone que1 debido a una
baja selectividad de los métodos1 no es posible la cuantificación de
cerca del NBg de los compuestos bajo estudioz La Figura y muestra
los compuestos que presentaron interferencias y una recuperación
inferior al jxg en al menos uno de los métodosz Por otro lado1 los
compuestos restantes presentaron recuperaciones entre el jxg y el
yNxg1 recuperación que se considera aceptable para este tipo de
determinaciones A21Oz

Se realizó un análisis de varianza con el propósito de evaluar si
existen diferencias significativas Aα U x1xñO entre las medias de los
porcentajes de recuperaciónz Los resultados no fueron del todo
concluyentes1 pues para la mayoría de los casos no se presentaron
diferencias significativas entre los sistemas evaluadosz Sin embargo1
al comparar con los criterios de la Unión Europea1 se encuentra que
sí se observan diferencias1 por ejemplo1 para dinotefuran se encontró
una probabilidad de aceptar Hx mayor a x1xñz No hay diferencias
significativas1 pero en la Figura y se encuentra que1 con el método B1
este compuesto cumple con lo establecido por la Unión Europeaz Por
este motivo1 los análisis estadísticos se omitieron en este estudio y
todos los resultados y discusión se centran en lo establecido en los
criterios de la Unión Europea para este tipo de métodos analíticosz

Como se observa en la Figura y1 existen casos críticos en los
que la recuperación se encuentra por debajo del ñxg1 por ejemplo
espinosad AA y DO y carbendazim= los demás compuestos presentan
valores de recuperación muy cercanos al jx gz Por otro lado1 en la
evaluación de las precisiones de cada uno de los métodos1 se
encontró que mediante el método A1 se presentaron coeficientes de
variación superiores al yñg en yy casos1 mientras que para el método
B se encontraron % casosz

Figura 1. Comparación de los porcentajes de recuperación al emplear acetato o citrato como sal de control de pH
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Adición de las sales

El método original indica que las sales de citrato1 el NaCl y el
MgSOR1 se adicionan una vez se agrega el agua a la miel y se
homogeniza esta mezclaL Durante este proceso1 se observó que las
sales se aglomeraban y su dispersión a través de la mezcla de
extracción xmiel0agua0acetonitriloA no era sencilla de realizarL
Adicionalmente1 hubo un calentamiento significativo1 debido a la
hidratación del MgSOR1 por lo cual se decidió disolver las sales de
citrato y NaCl para realizar su adición junto con el aguaL Entonces1
en lugar de adicionar sólo agua para el proceso de homogenización
de la sal1 se adicionaron 8= mL de una solución amortiguadora de
citratos xpH : ;1BA1 la cual tenía la cantidad de sales equivalente al
método QuEChERS1 a excepción del MgSORL

Posterior a esta adición1 se realizó una homogenización de la
mezcla1 se adicionó el acetonitrilo y se realizó la extracción con
agitación por 8= min en un vórtex1 luego se destapó el tubo y se
realizó la adición del MgSOR7 se agitó manualmenteL Algunos de los
resultados obtenidos a través de estas modificaciones se presentan en
la Figura íL Se encontró que las modificaciones realizadas al método
mejoran los resultados en la exactitud del método de manera notableL

El método B mostró una mejor exactitud1 reflejada en mejor
selectividad1 mayor número de compuestos con recuperación
aceptable y menor dispersión en los resultadosL

Los resultados indicaron que1 para el caso de los plaguicidas
estudiados y la matriz de interés1 resulta más conveniente realizar la
extracción con las sales de citrato1 es decir empleando el método BL
Sin embargo1 es de resaltar que la versión europea del método1
además de las sales de citrato1 incluye NaCl1 lo cual incrementa la
fuerza iónica y1 por consiguiente1 mejora la transferencia de los
analitos a la fase orgánicaL Por lo anterior1 se decidió trabajar con
este sistema amortiguador de pHL

=1=

8=1=

í=1=

Q=1=

R=1=

P=1=

;=1=

F=1=

B=1=

ú=1=

8==1=

P
or
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n
ta
je
d
e
re
cu
p
er
ac
ió
n
(%
)

Citrato sólido Citrato en disolución

La Figura í muestra que1 para B de los 8í compuestos que no se
recuperaron con el método tradicional1 se obtuvieron porcentajes
superiores al F=p1 lo cual indica que el sesgo del método disminuyóL
Sin embargo1 de acuerdo a estos resultados1 carbendazim1 tiodicarb1
dazomet y espinosad xA y DA siguen presentando porcentajes de
recuperación bajosL

La mejora en la recuperación se atribuye a varios factoresá por
un lado1 el proceso de extracción se realizó sin la presencia del
MgSOR en la mezcla de la miel1 puesto que este se adiciona hasta el
final de este proceso7 adicionalmente1 al realizar la extracción con
solo la disolución amortiguadora y el acetonitrilo1 se obtiene un
sistema más homogéneo xno hay aglomeracionesA y no se dan
procesos de calentamiento por la adición del MgSOR en el momento
de la extracciónL Por otro lado1 posiblemente se tenga un mejor
control del pH al adicionar la disolución amortiguadora1 de lo
contrario1 solo hasta que se disolviera la totalidad de las sales de
citrato en la mezcla1 se lograría el control del pH debido a la
viscosidad de la mielL

Sumado a lo anterior1 cuando se realiza la adición del MgSOR a
la mezcla xal final de la extracciónA1 el calor liberado parece disiparse
más rápidamente pues1 si bien se forma la aglomeración del método
original1 esta es más fácil y rápida de disolver a través de la agitación
manualL Se cree que el uso del vórtex también contribuye al aumento
de los porcentajes de recuperación pues facilita la transferencia de
masa del analito hacia la fase orgánica y se aplica durante un mayor
tiempo1 lo que garantiza que exista un equilibrio mayorL Finalmente1
las modificaciones realizadas al método no redujeron la cantidad de
compuestos con interferencias1 es decir1 con este método se obtuvo el
mismo número de compuestos que no se pudieron determinar debido
a problemas de selectividadL Incluso1 en los perfiles cromatográficos
obtenidos para los blancos con el uso de este método1 se observó una
mayor cantidad de ruido en comparación con el método originalL Lo
anterior es atribuido a las modificaciones realizadas1 pues junto con
los analitos existe una mayor cantidad de compuestos de la matriz
que se coextraenL

Figura 2. Comparación del modo de adición de las sales de citrato para el control del pH en la extracción de plaguicidas en miel
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pH de disolución amortiguadora

En diferentes trabajos se encuentran estudios relacionados con la
influencia del pH sobre la recuperación de algunos compuestos F267
27A% Sin embargo7 en todos los estudios se menciona el término pH
aparente7 pues esta magnitud es medida en acetonitrilo y no en una
solución acuosa% En este sentido y acorde con la instrumentación y
materiales de referencia con los que se cuenta para la calibración de
los instrumentos de pH7 se optó por evaluar la influencia del pH de la
disolución de amortiguación sobre la exactitud de los analitos% Para
ello se ajustaron las disoluciones con ácido fórmico a “ diferentes
valores de pHD la Figura V muestra un resumen de los resultados
obtenidos% Nllí se presenta el promedio de recuperación de todos los
compuestos7 el número de compuestos que tienen porcentajes de
recuperación inferiores a z5P y el número de compuestos para los
que el método no es preciso7 es decir7 porcentajes de coeficiente de
variación superiores al L”P%

La Figura V muestra que al comparar los tres valores más altos
de pH7 se encuentra que estos no varían de manera considerable7
igual que el número de compuestos con recuperaciones bajas o
dispersiones altas% Sin embargo7 para los dos valores de pH más
bajos se observa que7 tanto la recuperación como la precisión del
método7 es incrementada7 pues tienen solo 8 y C compuestos con P
>V mayores al L”PD para el valor de pH más bajo se tienen solo V
compuestos con recuperaciones inferiores al z5P%

El incremento de la precisión y de la recuperación de los
compuestos a pH bajos7 se atribuye a una mayor estabilidad de los
compuestos a estos valores de pH F25A% En diferentes reportes se
encuentra que el valor de “pH aparente” Fen acetonitriloA7 donde la
extracción de los plaguicidas fue más eficiente7 se encuentra entre
”7” y ”7+% Esto indica que7 posiblemente7 el resultado de la mezcla de
la miel con las disoluciones amortiguadoras de valores de pH más
bajos F” y ”7”A proporcionan valores de pH en el sistema de
extracción Fmiel ú disoluciónA similar a este valor de pH aparente7
reportado en otros estudios F19A%

La estabilidad de los compuestos no solo puede originar errores
sistemáticos Fcomo menores porcentajes de recuperaciónA7 sino
también puede originar errores aleatoriosñ pequeños cambios en otras
magnitudes de influencia como la temperatura o el tiempo de
extracción suponen un aumento de estos errores% En este sentido7 el
mejor promedio en los porcentajes de recuperación de los
compuestos se logra con el pH más bajo7 valor al que la mayoría de
los compuestos presentan los menores errores sistemáticos%

Sin embargo7 en este valor de pH7 cualquier mínimo cambio en
otra variable de influencia genera un aumento en los errores
aleatorios7 por lo cual se presentan mayores coeficientes de variación
que para el valor de pH de ”7”% De esta manera7 al realizar la
extracción a un pH de ”7” se tiene un punto de equilibrio entre el
control del error sistemático y el error aleatorio7 pues7 como se puede
observar en la Figura V7 es donde se tiene una mejor exactitud% Por lo
tanto7 a partir de este ensayo se concluye que7 dentro de los valores
de pH evaluados7 la mejor condición corresponde a ”7”%

Finalmente7 los compuestos que presentaron porcentajes de
recuperación menores al z5P a pH ” correspondieron a los isómeros
del espinosad y carbendazim% Para el caso de los primeros no fue
posible encontrar los valores de pKa7 por lo cual se cree que estos
compuestos sufren algún tipo de hidrólisis o descomposición que
impide una adecuada extracción% Para el caso del carbendazim7 el
pKa es “7“+7 por tanto7 es posible que al encontrarse la molécula
ionizada la extracción por parte de un solvente orgánico no sea
eficiente F19A%

:L7+P +z78P +C7zP +C7”P +C7+P

V V

”

“ “

8

C

+

z

+

pH ” pH ”7” pH 8 pH 87” pH 87+

Promedio PR Número de compuestos con PR K z5P Número de compuestos con P>VT L”P

Figura 3. Porcentajes de recuperación promedio (%R), número de compuestos con %R inferiores a 70% y con coeficientes de variación (%CV) mayores al 15% para los diferentes valores de pH
evaluados

Adsorbentes de limpieza

La Tabla C muestra un resumen de los resultados obtenidos a través
del uso de diferentes sistemas de limpieza% Es de aclarar que para
este estudio se partió de blancos de miel7 se obtuvieron extractos
libres de plaguicidas7 se mezclaron y fueron fortificados antes del
proceso de limpieza7 lo cual buscaba reducir la variación producida
por el proceso de extracción F29A%
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Validación del sistema de medición

La Tabla M evidencia que el empleo de otro tipo de adsorbentes
mejora la selectividad de los compuestos; pues se observa un
descenso en el número de compuestos con interferentes; respecto a la
limpieza únicamente con PSA para cualquiera de los sistemas
evaluadosá También se observa que la mejor alternativa para la
limpieza de los extractos es el CE/; pues mejoró la selectividad para
casi la totalidad de los compuestos en los dos conjuntos de ensayos
en los que se usóá

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 aumentó la cantidad de
adsorbentes usados7 en su lugar se obtuvieron porcentajes de
recuperación menores para algunos compuestosá

Para el caso específico del Tiociclam; debido a su naturaleza
polar 8ver tiempos de retención en la Tabla Eó; se cree que es
necesario realizar otro tipo de limpieza como cromatografía de
intercambio iónico; de columna en fase normal o la adición de otro
adsorbente más polar como la sílica; pues el interferente debe ser de
la misma naturalezaá Para el caso del metil azinfos se considera que
la interferencia de origen tiene una estructura muy similar a este
compuestoá

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 reducción de interferentes
para sólo tres compuestosá Asimismo; al observar el último sistema
que incluye CE/ y PSA; se encuentra que el carbón no aporta de
manera significativa; al contrario; para algunos compuestos los
porcentajes de recuperación son inferiores; lo cual se debe
posiblemente a la adsorción de los analitos generada por la mayor
área superficial que se tieneá
El acetonitrilo es un solvente conocido por no extraer demasiados

compuestos de naturaleza lipídica así como compuestos de elevada
polaridad como el caso de los azúcaresá

Sin embargo; el aumento de la fuerza iónica en el sistema de
extracción a través del MgSOh y del NaCl; inducen a que se
extraigan este tipo de compuestos junto con los analitosá En este
sentido; se considera que el empleo de CE/ reduce notablemente la
cantidad de interferentes; debido a la adsorción de este tipo de
compuestos que tienen baja solubilidad en acetonitriloá
Adicionalmente; es posible queexista un efecto sinérgico al hacer uso
de PSA y CE/; pues las señales producidas por los interferentes
químicos se redujeron a lo largo de todo el cromatogramaá
Finalmente; la Figura h describe el esquema general del método
desarrolladoá

Tabla 2. Porcentajes de recuperación obtenidos en la evaluación de diferentes sistemas de
limpieza

Nombre del compuesto

Promedio x de recuperación

PSA
PSA g
CNG

PSA g
CE/

PSA g CE/
g CNG

Metamidofos I I /+;F /G;M

Propamocarb I I %O;ñ %G;M

Linuron I I EGG;% %F;/

Nitempiram I I EGG;O %ñ;O

O;hídicloropropinalidina I I %+;O %%;M

Etoprofos I I %/;M %G;M

Piraclistrobin I %h;h %+;h %M;O

Trifloxtribina I I EGG;O %/;O

Lufenuron I %h;G EGO;h %M;+

Tiociclam I I I I

Atrazina I I EGG;E %E;M

Clorfenapryd I I %F;/ %M;%

Azinfos metil I I I I

I: Compuesto con interferencia que no permitió determinar el porcentaje de recuperación

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

La selectividad del método se evaluó a través del uso de cuatro
diferentes tipos de miel; los cuales se diferenciaban por su origená
Los resultados obtenidos en esta evaluación mostraron resultados
idénticos a los reportados en la Tabla M 8sistema PSA g CE/ó; es
decir; el método es selectivo para todos los analitos de interés
excepto para metil azinfos y tiociclamá

En las Tablas O y h se presentan las concentraciones de
fortificación; los resultados de exactitud y los límites de detección
del métodoá Los límites de detección reportados; fueron estimados a
partir de diferentes aproximaciones 830ó y para todos los casos en el
proceso de confirmación se encontró que la relación señalNruido era
superior a Oá
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Tabla 3. Resultados obtenidos en la validación del método desarrollado. Grupo de compuestos 1- Método de adquisición 1

*Estimado a partir de los resultados de precisión intermedia. Para los casos en los que se presentó heterocedasticidad entre las diferentes concentraciones
evaluadas se presenta el intervalo de porcentajes de recuperación.
ND: No determinado para este compuesto.

Compuesto

C
on
ce
nt
ra
ci
ón

de
fo
rt
if
ic
ac
ió
n

m
ás
ba
ja

*µ
g9
kg
V

5
R
ec
up
er
ac
ió
n

al
L
C

5
R
ec
up
er
ac
ió
n

a
T
x
L
C

5
R
ec
up
er
ac
ió
n

de
lm
ét
od
oD

5
C
V
m
áx
im
o

en
co
nd
ic
io
ne
s

de
pr
ec
is
ió
n
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L
D
*µ
g9
kg
V

Acefato 0z10P IT10 IP1z IH1M 0T1TM N1Ez

Oxamilo E1EH E01H II1O IO70Oz1IDD 0O1N0 N1MN

Monocrotofos E1PI 0Oz1M EO1T IO1N7000 001TI N10M

Metomil 0O1OP IP1M PI1H IM1E H1NI M1I0

Carbendazim I1M0 NE1I NP10 0I1I7PO10 0P1TT ND

Tiabendazol 0M1TT EN1T IN1M PM1z7EP1E 0M1MI H10M

zOH7carbofuran 001zN EI1P II1O IT70OT1M P1zH z10E

Dimetoato 0O1PO EP10 Iz1M EO1M I1OE 01zH

Cimoxanil PE1PT EM1T II1N EO1N 001ME Mz1TI

Carbofuran I1EM EP1z ET1E EH1H E1HM M1T0

Tiodicarb I1zM IH1T Iz1M IN1E 0H10I M1Mz

Pirimicarb T1IP Ez1M Iz1O PM1I7EN1E 0N1OM M1OT

Atrazina T1ET Ez1E E01O EM1T 001IN 010E

Metalaxilo T1EN EE1O EH1E EI 0O10H 010T

Imazalil I1M0 EN1O Iz1P Pz1I70OO1P H1ET M10E

Dimetomorf 0z10z 0OO1E 0OM1z 0O01H 001HO T1HH

Pirimetanil I1PO E01O PI1T IN1I 001Nz z1Iz

Azosxitrobina H1O0 0OM10 0ON1T 0Oz1z 0O1OI 01Hz

Espinosad A 0N1HE T01P NE1H zM1N7TI1T H1TM ND

Tebuconazol 0T1ET Ez1T Ez1P I01E70OM1T 0M1IO 01EI

Metoxifenozida 0z1MN 0OO1H 0OO10 Ez1M70ON1T I1TN M1T0

Hexaconazol 0O1Ez ET1O EE1z IP1070OI1N 0z1Oz M1IT

Espinosad D 0N1HE zP10 zE1P zI1N H1E0 ND

Difenoconazol II1zH EO1T II1H PT1N70OM1N P1IO 0N1Hz

Benalaxilo H1NP EP10 EP1z EP1M 0O1IH 01zP

Clorfenapir 0EI1EN ET1O IP1T PM1I7EI 0z1HM H01MO

azinfos metil H1EE MI010 N001E IO1E70Ozz1N I01EE ND

Indoxacarb MI1PT E01E ET1P IM107EE I1zH H10T
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Tabla 3. Resultados obtenidos en la validación del método desarrollado. Grupo de compuestos 2- Método de adquisición 2

*Estimado a partir de los resultados de precisión intermedia. Para los casos en los que se presentó heterocedasticidad entre las diferentes
concentraciones evaluadas se presenta el intervalo de porcentajes de recuperación.
ND: No determinado para este compuesto.
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kg
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Metamidofos vT0SN yy0E EA0I Eh0S Tz0yI A0TI

Propamocarb Th0vy Eh0v TNz0z ES0E TI0Iz v0hN

Dinotefuran TN0EE yE0I yy0S yN8TNA0A TI0NE z0TS

Linuron Ty0EA ET0y yI0T Sz0A8EE0I TI0Th S0hN

Nitenpiram Tz0vA yI0A TNh0E Ev0z Th0Ev h0EI

Thiametoxan TA0AS ES0z ES0z ES0z v0vz v0SI

Dazomet Ih0Nz yv0v yz0E SN0T8TTT Tv0yI Ty0Nh

Mevinphos TA0ES Eh0I yS0y Sz0I8TTT TT0Av S0SS

Imidacloprid TAE0EI Ez0y TNI0y EE0y TA0Iv IS0Nz

Acetamiprid AA0vI TNh0E EI0E yy0S8TNI0y Th0Th TT0Tz

Tiaclorprid TA0ST TTT0N TTN0v TTN0S E0TI h0AI

Simazina I0yS Ey0I ES0z ES0E Th0Nh N0yI

Carbaryl zy0EI EA0h TNz0E yS0A8TTh0E E0zh S0Tz

Isoprocarb vv0TT Ez0S yA0h EN Tv0EI E0Iz

Ametrina Tz0hA ET0A Ey0T Ev0E E0zI T0zA

z0v8dicloranilida E0Nz Eh0A TNv0S SS0I8TTI0y TN0zI N0EI

Tridemoprh Sv0ET EE0S SE0E Sv0I8TNT0h TE0vA TS0TS

Epoxiconazole yI0hh ES0v TNI0y yT0T8TTE0T Tv0zN hv0hA

Fenexhamid vT0vy Sy0v Ev0E yA0S Tz0hN E0zh

Etoprofos zN0Ny yA0y ET0z yE0T Th0hy y0SN

Flusilazole Tv0yy EE0S TTT0T EA0y8TTI0z S0Ih v0Eh

Penconazol Th0vh Ev0A TTN0I TNh0A TT0NE h0vT

Piraclistrobin TT0zT zy0A hT0E Th0E8Ay0A hT0Tv ND

Trifloxystribina y0vA yE0z TNh0y yT0z8TTz0I TN0hS T0vA

Lufenuron y0IS zT0I zh0S zh0T zv0IE ND

Benfuracarb S0SA TNN0E TNh0h yv0T8TTT0E Tz0SS h0hy

Temefos AI0vA yy0y Ev0S SI0h8TTh0y TA0Ey hE0NN

Buprofezin TT0vv SE0h Ev0N yA0A Tv0zN v0ST

5
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Las Tablas v y : muestran que para la mayoría de los compuestos
se presentaron porcentajes de recuperación entre el hUá y ESUáC por
lo cual se puede concluir que el método presenta un error sistemático
aceptableC a excepción de carbendazimC espinosad AA y DDC lufenuron
y piraclostrobinaC cuyos porcentajes de recuperación fueron
inferiores al hUág

Por otro ladoC se encontró que el máximo áCV para cada uno de
los analitosC en generalC es inferior al ENáC lo cual cumple con el
criterio de la Unión Europea A21Dg Sin embargoC para algunos
compuestos se observa que este áCV supera el ENáC pero debe
tenerse en cuenta que el criterio de la Unión Europea se establece
para compuestos en condiciones de repetibilidadC y que el áCV
presentado en las Tablas v y : se obtiene para condiciones de
precisión intermedia AinteranalistasDg Por lo tantoC se considera que
para todos los casos el método es precisoC a excepción de los casos
en los que el método no es selectivo Atiociclam y metil azinfosD o
presenta una recuperación inadecuada Amenor al hUáDg

La evaluación de la linealidad del sistema de medición se realizó
a través de diferentes pruebas como/ ANOVAC falta de ajusteC
significancia de la pendiente y del interceptoC entre otras AEODg Todos
los resultados indicaron que el sistema es lineal en el intervalo de
concentraciones presentadas en la Tabla Ng

Tabla 5. Intervalo lineal del método analítico

Compuesto
Intervalo lineal
Ang5mLD

Compuesto
Intervalo lineal
Ang5mLD

Acefato EHCHVEHHCS Metamidofos NICOVNINCh

Oxamil E:CSVE:SCv Propamocarb EhCHVEhHCS

Monocrotofos E:VEvICh Dinotefuran ENChVENh

Metomil E:C:VE:vCI Linuron ShCEVShUCH

Carbendazin EEChVEEhCS Nitenpiram EICSVEISCS

Tiabendazol EhCIVEhICv Thiametoxan SvCHVSvHCE

vOHVcarbofuran EOCSVEOECI Dazomet h:CvVh:vCS

Dimetoato ENCvVENSCI Mevinphos S:CSVS:SC:

Cymoxanyl EEvCIVEEvICv Imidaclorprid S:SCHVS:ShCH

Carbofuran ESChVEShC: Acetamiprid I:CIVI:ICv

Thiodicarb EECIVEEHCH Tiaclorpird SvCIVSvHCH

Pirimicarb HC:VHvCI Simazina HC:VHvCH

Atrazina HCNVH:CI Carbaril NNCOVNNOC:

Metalaxil HCNVH:CI Isoporcarb OvVOvUCE

Imazalil EEChVEEhCS Ametrina EHCIVEHICN

Dimetomorf EHCHVEHhCO vC:Vdicloropropinalidina ESCIVESI

Pirimetanil ESC:VES:Cv Tridemoprh EUhVEUhUCE

Azoxistrobin HCOVHNCH Epoxiconazole ESEChVESEhCN

Spinosad SEVSUICH Fenexamid NICvVNISCO

Tebuconazol SSCHVSShCH Etoprofos :vV:SICh

Metoxifenozida EHCIVEHICS Flusilazole SECvVSESCO

Hexaconazol ENCOVENOCE Penconazol EhChVEhhC:

Spinosad SEVSUICH Piraclistrobin EOCSVEOECN

Difenoconazol ESOCSVESOSCS Trifloxystribina ESCEVESUCH

Benalaxil ICSVISC: Lufenuron ESCSVESSC:

Clorfenapryd SH:CSVSH:ECI Befuracarb EECEVEEUCI

Azinfos metil EUVIICH Temefos IvCNVIvNCE

Indoxacarb :ECEV:EUCh Buprofezin EOCvVEOvC:

Conclusiones

Se logró desarrollar y validar un método para el análisis de residuos
de plaguicidas en mielesC basado en una extracción líquidoVlíquido
con acetonitrilo y posterior limpieza a través de extracción en fase
sólida dispersivag En el proceso de desarrollo del métodoC se
encontró que la homogenización de la miel con una solución
amortiguadora a un pH de NCN incrementa la exactitud del métodog
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ªor otro ladoF la selectividad del método mejoró notablemente
al realizar uso de una mezcla de octadecilsilano x]U;5 y sílica
funcionalizada con aminas xªYG5B ªor su parteF el proceso de
validación indicó que el método es selectivoF precisoF lineal y exacto
para LI de los L9 plaguicidas empleadosB winalmenteF se encontró
que el método no es selectivo para á de los compuestos estudiados y
no es exacto para TB
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Metales pesados ãCd, Cu,
V, Pbô en agua lluvia de la
zona de mayor influencia
de la mina de carbón en
La Guajira, Colombia

Heavy metals ãCd, Cu, V,
Pbô in rainwater in the
most influence area of the
coal mine in La Guajira,
Colombia

Metais pesados Cd, Cu, V,
Pbô na água de chuva na
área de influência da mina
de carvão em La Guajira,
Colômbia

Resumen Resumo
0on el objetivo de medir la influencia que
ejercen las actividades mineras de la
explotación del carbón sobre la calidad del
aire en las comunidades ubicadas en el área
de influencia al norte de 0olombia/ se realizó
una medición de los niveles de los metales
pesados 0u/ 0d/ V y Pb en )h muestras de
agua lluvia5 8ste estudio se realizó por
periodo de un año/ mediante espectrometría
de absorción atómica electrométrica5 8l
promedio de las concentraciones de los
metales fueronã 0u )H/TA ± hH/çA μg6L/ 0d
T/A) ± H/)ç μg6L y V hh/)w ± k/Aw μg6L5 Los
resultados sugieren que la atmósfera no se
encuentra contaminada por Pb/ pero las
actividades mineras 4las excavaciones y
voladuras/ la combustión de combustibles
fósiles/ de crudos de petróleo y gasoil/ las
fuentes de tráfico vehicular/ etc57 afectan
significativamente la presencia y los niveles
de los demás metales incluidos en el estudio5
La contaminación en la zona influye en que
el agua lluvia no cumpla con las normas de
calidad/ tanto a nivel nacional como
internacional/ ya que los parámetros de pG y
0d superan los límites permisibles y por
tanto no es apta para el consumo humano5

To measure the influence of coal mining
activities on air quality in northern
0olombia/ a first approach was made to
assess pollution by measuring the levels of
the heavy metals 0u/ 0d/ V/ and Pb in )h
samples of rainfall over a one year period/ by
the electrothermal atomic absorption
spectrometry technique5 The average
concentrations of metals in the study area in
wet precipitation wereã 0u )H5TA ± hH5çA μg6
L/ 0d T5A) ± H5)ç μg6L y V hh5)w ± k5Aw μg6
L5 The results suggest that the atmosphere is
not polluted by Pb/ but mining activities
4excavation and blasting/ combustion of
fossil fuels/ crude oil and gas oil/ and
vehicular traffic sources7 may significantly
affect the presence and the levels of the other
studied metals5 0ontamination in the area
makes rain water infringe the quality
standards/ both nationally and internationally/
since the parameters of pG and 0d exceed
the permissible limits/ therefore it is not
suitable for human consumption5

D fim de medir a influência que exercem as
atividades de mineração de carvão sobre a
qualidade do ar nas comunidades localizadas
na área de influência ao norte da 0olômbia/
foram medidos os níveis de metais pesados
0u/ 0d/ V e Pb em )h amostras de água da
chuva5 8ste estudo foi feito ao longo de um
ano/ mediante espectrometria de absorção
atômica eletrométrica5 Ds concentrações
médias dos metais foramã 0u )H/TA ± hH/çA
μg6L/ 0d T/A) ± H/)ç μg6L e V hh/)w ± k/Aw
μg6L5 Os resultados sugerem que a atmosfera
não está contaminada por Pb/ mas as
atividades de mineração 4escavação e
detonação/ a queima de combustíveis fósseis/
petróleo bruto e diesel/ e o tráfego de
veículos7 afetam significativamente a
presença e os níveis dos outros metais
incluídos no estudo5 D poluição faz que a água
da chuva não atenda aos padrões de
qualidade/ tanto a nível nacional como
internacional/ posto que os parâmetros de pG
e 0d excedem os limites admissíveis e/
portanto/ fazem que à água seja imprópria
para consumo humano5

Palabras clave: actividades mineras/ agua
de lluvia/ espectrometría de absorción
atómica electrométrica/ metales pesados5

Keywords: mining activities/ rainwater/
electrothermal atomic absorption
spectrometry/ heavy metals5

Palavras-Chave: mineração/ águas pluviais/
espectrometria de absorção atômica
eletrométrica/ metais pesados5
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Teniendo en cuenta que los metales CuA CdA V y Pb son
considerados como unos de los contaminantes más significativos en
la atmósferaA que la minería es una de las actividades humanas que
más contribuyen a su incorporación al ambiente y que actualmente
no existen contribuciones a la literatura de la química elemental del
agua de lluvia en esta región de ColombiaA el presente estudio ha
tenido como objetivo principal la determinación de los niveles de
estos metales en la precipitación húmeda en una de las zonas de
mayor influencia de la mina de carbónD Lo anterior con el fin de
identificar los efectos de esta fuente de emisión en el aumento y la
acumulación de elementos traza en la atmósfera de esta región del
paísD

Introducción
La lluvia cumple un papel importante en la limpieza de la atmósferaA
ya que a través de este proceso se remueven la mayor cantidad de
iones presentes en la mismaD La composición química del agua de
lluvia varía de un lugar a otro y de una región a otraA debido a la
influencia de fuentes locales ú1zA tanto naturales como
antropogénicas ú2zD Conocer su composición es importante para
entender el papel del transporte de los componentes solubles de la
atmósfera y su contribución a las diferentes fuentes de contaminantes
atmosféricos ú3zD FdicionalmenteA el agua de lluvia funciona como
un sumidero importante para la materia en forma de gases y
partículasA incluyendo metales traza en la atmósfera yA por tantoA
desempeña un papel importante en el control de las concentraciones
de estas especies ú4zD

Por su parteA la composición química de las deposiciones
atmosféricas depende de numerosos mecanismos físicos y químicos
de los aerosoles y precursores de las emisionesA las reacciones
químicasA y procesos de eliminaciónD Por lo tantoA la química de las
deposiciones húmedas puede proporcionar ideas sobre la evolución
temporal de la atmósfera y su contaminaciónA y ser utilizada como un
indicador pertinente para evaluar los procesos naturales frente a
influencias antropogénicas ú5zD De modo queA en áreas remotasA estos
estudios ofrecen un gran potencial para aclarar los efectos de centros
urbanosA complejos industriales y emisiones de la agriculturaD Del
mismo modoA para comprender los procesos que controlan la
composición química de la atmósfera en las regiones remotas y los
ciclos biogeoquímicos naturales ú6zD

Fcerca de la composiciónA los componentes disueltos en el agua
de lluvia se pueden dividir generalmente en tres gruposN úaz los
aerosoles de sal marinaA úbz los aerosoles terrestres úsuelo polvoA las
emisiones biológicasz y úcz los aportes antropogénicos ú7zD Estos
últimos se relacionan con procesos industrialesA combustibles fósilesA
actividades minerasA incineración de residuosA emisiones del motor
de vehículosA agricultura y fertilizantesA además de otras actividades
humanas que emiten grandes cantidades de contaminantes
atmosféricos ú8zD

Uno de los grupos de contaminantes atmosféricos que genera
gran preocupación es el de los metales pesados debido a sus
características tóxicasA potencialmente cancerígenasA y su
persistencia en el medio ambiente ú8zD Los metales pesados son
tóxicos para los organismos vivosA aunque algunos de ellos como el
Pb y el Cd se encuentren en niveles bajos ú9zD Elementos traza como
CdA Pb y V pueden provocar alteraciones en la saludA dependiendo de
sus concentraciones en la atmósfera y de la forma química bajo la
que se presentenD Tales alteraciones pueden abarcar desde afecciones
pulmonares y cáncerA hasta hemorragias cerebrales ú10zD

Tal como se mencionóA las principales fuentes de metales son la
industriaA la mineríaA la fundición de metales y las fuentes móviles
ú11zD En particularA la minería de carbón a cielo abierto genera
mayores impactos en el ambiente que la minería subterráneaA dado
que genera material particulado y contaminantes gaseosos que
permanecen en el aireA es decirA no solo afecta el interior de las
minasA sino también las áreas de influencia externas ú12zD

En la Guajira colombianaA la minería del carbón es la actividad
más representativa en cuanto a extensión ú/5EEE hectáreasz y
explotación del recurso ú6EAG millones de toneladas:añozD La
explotación es a cielo abierto y la compañía minera responsable es la
más grande del país% la mina de carbón es unas de las minas a cielo
abierto más grandes del mundo ú13zD Lo anterior trae como
consecuencia el aumento de los niveles de contaminación y deterioro
de la calidad del aire en dicha zona ú14zD

En La Guajira predominan vientos alisiosA su régimen es estacional
coincidiendo con los períodos de invierno y verano de diciembre a
mayo con velocidades de U6 a U0 nudos y dirección preferencial del
NorteA y de junio a noviembre con velocidades bajasD El régimen de
lluvia es de tipo binomial caracterizado por los períodos de mayor
precipitación úabrilñjunioA septiembreñnoviembrez alternados con dos
de menores lluvias údiciembreñmarzoA julioñagostozD En términos de
aportesA el segundo período de mayores lluvias es el que tiene más
peso relativo frente al total anual con promedios hasta del 00p frente
a un GEp del primer períodoD Las épocas de menores lluvias aportan
un G0pD El patrón de distribución de las lluvias es simpleA éstas se
dan desde el noreste al sureste entre valores que van desde los 0EE
mm al año en la Flta GuajiraA hasta valores que sobrepasan los GEEE
mm en las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta ú15zD Las
zonas climáticas en el área de Cerrejón corresponden a las categorías
cálido seco y cálido muy secoD Se presentan dos períodos lluviososA
en abril ñ mayo el primeroA y entre octubre y noviembreA el segundo%
con una precipitación promedio anual de 5UG mm ú16zD

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

El diseño del monitoreoA el montaje y la operación de los colectores
de deposición húmeda está basado en las recomendaciones de la
literatura ú17, 18zD Se colectaron muestras de agua de lluvia en tres de
los sitios de mayor asentamiento humano del municipio de Barrancas
úLa GuajiraA ColombiazA cuyos territorios están conformados por
planicies y pequeñas ondulacionesD Por la conformación de su
topografíaA solamente se presenta el piso térmico cálido% los suelos
son bañados por las aguas de los ríos Palomino y Ranchería ú19zD

Desde el punto de vista socioeconómico Barrancas constituye el
área carbonífera denominada El Cerrejón que se extiende a lo largo
de 0E km en el valle del río RancheríaA entre la Sierra Nevada de
Santa Marta y la Serranía de PerijáA cubriendo una extensión de
/56/9 hectáreas ú20zD

En la Figura U se muestra un mapa de la península de La Guajira
y en la Figura G se detalla la ubicación de los lugares de toma de
muestrasN el punto U localizado en Barrancas úzona urbanazA el punto
G en la zona rural entre las comunidades de Barrancas y Los
Magueyes y el punto 6 en Papayal% la recolección se hizo en el
período de junio a diciembre de GEU9 y enero a junio del GEU0D

Muestreos
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Figura 1. Ubicación geográfica de la zona minera de carbón El Cerrejón. La Guajira, Colombia

Figura 2. Puntos de monitoreo de agua de lluvia. Zona minera de carbón de La Guajira
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Las muestras de agua de lluvia fueron recolectadas estrictamente
por eventoE utilizando un colector de tolva cuadradoE cuyo esqueleto
metálico liviano éde ~ C m de alturah sostenía un embudo de
polietileno de área jECU mC en su boca redonda° Éste se unió a un
pequeño tuboE también de polietilenoE de C cm de diámetro y U cm de
largoE incrustado a través de un tapón de caucho por medio de una
manguera de polietileno de : cm de longitud aproximadamenteE en
un envase de polietileno con capacidad de H L°

El diseño de la tolva consistía en cuatro triángulos isósceles con
un ángulo central éopuesto a la baseh de Vj °E para una altura de C m
éFigura Dh° El colector que fue ubicado lejos de cualquier fuente de
contaminación específicaE se abría manualmente al comenzar el
evento de lluvia y al terminar se cerrabaE para evitar contaminación
por deposición seca° Finalizado el evento de lluviaE se midió el
volumen colectado e inmediatamente se separó una fracción de entre
1jj y 1Uj mLE la cual fue envasada en un recipiente de polietileno y
posteriormente refrigerada éaprox° U °Ah hasta el momento de su
análisis°

Después de recoger el agua de lluviaE se utilizó una alícuota de cada
muestra para medir el pH° El medidor de pH se calibró antes de cada
medición utilizando soluciones tampón estándar de pH HEjj y OEjj
é21h° Una segunda alícuota de cada muestra fue almacenada en un
frasco de polietileno de 1jj mLE preservada con HNOD 1PCUj v/v
épermitiendo un pH suficientemente bajo para preservar los metalesh
y refrigerada a H °A é22h°

Los metales éAuE AdE V y Pbh fueron determinados utilizando la
técnica de espectroscopia de absorción atómica con horno de grafito
é22hE usando el equipo Perkin Elmer D11j° Las condiciones de
operación se encuentran indicadas en la Tabla 1°

Análisis químico

Figura 3. Esquema del montaje de colector para deposición húmeda

Elemento λ énmh Slit Pirolisis é°Ah Wtomización é°Ah

Au DCHE: jEO 1Cjj CDjj
Ad CC:E: jEO Ojj 1Njj
V D1:EH jEO 1HUj CNUj

Pb C:DED jEO :Uj 1:jj

Tabla 1. Condiciones de operación de la determinación de metales 5Cu, Cd, V y Pb) por
espectroscopia de absorción atómica con horno de grafito

Se recogieron C1 muestras de agua de lluvia° El mayor número de
eventos mensuales se produjo en septiembreE seguido de junio y
octubre é:E U y HE respectivamentehk no se observaron eventos de
lluvia en diciembreE eneroE febrero y marzo° La precipitación mensual
durante el período de estudio se presenta en la Figura H° La
precipitación más alta fue durante septiembre éCHNEH mmhE seguido de
junio é1CUEC mmh y octubre éV1EH mmh° Los meses de diciembreE
eneroE febreroE marzoE diciembre son considerados los de temporada
secaE coincidiendo esta situación con el comportamiento histórico del
sitio°

Resultados y discusión

Cantidad de lluvia

Figura 4. Variación mensual de ocurrencia de lluvia durante el período de estudio. Junio-
diciembre 52014), enero-mayo 52015)

Variación del pH de la lluvia

El pH de las precipitaciones individuales varió desde HEHj hasta OE:jE
tanto valores ácidos como alcalinos° En este estudio la media de pH
valor por volumen ponderado éVWME por su sigla en inglésh fue de
UE:VE valor que supera al de la lluvia naturalE de UEN controlada por el
AOC disuelto é23h° El pH de la lluvia durante el período de muestreo
se indica en la Figura U°
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Al C1P de las muestras presentaron un pH por encima de Ty1>
lo que indica la presencia de lluvias ácidas en la zonay esto se puede
explicar teniendo en cuenta que el pH de la precipitación se modifica
por la adición de componentes tanto ácidos como alcalinos h24íV Por
tantoy el carácter ácido de la lluvia sugiere la influencia de las
actividades mineras del carbón que involucran procesos de
combustión en los vehículos automotores hgasolinay petróleo crudoy
aceiteíy combustión espontánea durante la excavación o voladuras que
utilizan material explosivoV Astas actividades son fuentes potenciales
de NOM y SOMy gases responsables de la formación de sustancias
ácidas como HNOC y HMSOj en la atmósfera h25, 26íV

Se ha registrado una situación similar en zonas cercanas de
Venezuela como Paraguaipoa h27í que presenta lluvias con un pH de
/y0y atribuido a la influencia de la mina de carbónV :el mismo modoy
en Maracaibo se ha reportado un pH de Ty>y valor que es determinado
por la presencia de la industria petroquímica y petrolera h<omplejo
Petroquímico Al Tablazoy ubicado en el estado Mirandaíy la fábrica de
cemento hPlanta Maraíy el tránsito automotor y las emisiones del
suelo h28íV

Figura 5. Media potencial mensual de pH valor por volumen ponderado en el agua de lluvia

Sitio Alemento Media
hµg6Lí

:S <V Máximo Mínimo

<u MTyMD DjyC1 0yTL jDyC Cy1

D <d jyTL Cy>M 0y1T CMy/ 0yD

V DMyDL LyCD 0y/0 M/yL jy1

<u MjyDC DTyD0 0y/M C>yT CyC

M <d Cy>1 Cy01 0yLL C0yM 0y/

V DDyMC /yLC 0y/0 MjyM Cy>

<u MDy0L DMyjT 0y/0 C1yL My>

C <d Ty/0 My11 0yTD CTyD DyM

V D0yCj /yMD 0y/0 M0y> jyD

Tabla 2. Niveles de concentración (μg/L) de metales traza en la lluvia

DS =Desviación estándar, CV =Coeficiente de variación

Figura 6. Variación mensual de las concentraciones de metales (μg/L) en la lluvia

Concentración de elementos traza en la precipitación

An la Tabla M se presenta el resumen estadístico de las
concentraciones de los metales <uy V y <d medidos en las muestras
de agua de lluvia que presentaron valores por encima del límite de
detección h0y0M μg6L para cada elementoíV

Las concentraciones de Pb estuvieron por debajo del límite de
detección h0y0D μg6LíV No hubo una variación significativa en la
concentración de elementos traza en la precipitación en los tres sitios
de muestreo hp ’ 0y0DíV Los valores mayores de concentración de
metales se presentaron en las lluvias ocurridas después de periodos de
sequía en junio de M0Dj y abril del M0DTy mientras que los valores
menores se presentaron cuando la lluvia tuvo continuidad durante
varios días hµigura /íV

Gratz y Miller h29í y Wetang’ula y Wamalwa h5í en sus estudios
también observaron que las concentraciones altas se presentan
típicamente en las primeras precipitaciones seguidas después de
épocas de sequía prolongadasy lo que sugiere que la mayoría de los
elementos traza se eliminan durante el inicio del período de las
precipitacionesy y se van diluyendo a medida que van trascurriendo
el resto de los eventosV Se observa una correlación significativa entre
el <d y V hRM W 0yLCF p G 0y0Dí y <u y V hRM W 0y/CF p G 0y0Díy pero
sin significancia entre el <d y <u hRM W 0yjMF p G 0y0Díy lo que
sugiere la existencia de más de una fuente de origen de estos
metalesV

Al Vanadio y el <admio se encuentran en la corteza terrestre a
bajas concentraciones h30íy por lo que se considera que las
principales fuentes de estos elementos deben estar relacionadas con
actividades antrópicasy principalmente a través de la zona minera de
carbóné los escapes de vehículos automotores htractocamióny pala
hidráulicay tractory busí que utilizan combustible pesado y la
combustión de crudos de petróleo y gasoilV =dicionalmentey en la
minería a cielo abierto se remueve una gran cantidad de material
estéril para destapar los depósitos mineralesy lo que genera aguas
ácidasV Las aguas ácidasy a su vezy atacan otros minerales
produciendo soluciones que acarrean elementos tóxicos al ambiente
como el <d o =s h31íV

En todos los casos el número de muestras fue 21
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In relación con lo anteriorz en la cuenca del Witwatersrand de
Sudáfrica existe una contaminación mayor de las aguas superficiales
con µoz Mnz Niz Pb y Zn como resultado del proceso de cianuración
y oxidación de aguas ácidas de mina V325% Il contenido de V en el
petróleo crudo es de v8qAhh ppm V325 y las cenizas de la combustión
del petróleo contienen más de jhP de VíOv V335% Il V y en menor
medida Ni y S han sido utilizados como indicadores de combustión
de crudos de petróleo y gasoil en la totalidad de los estudios de
composición química de partículas aerotransportadas V345%

±lgunos autores han atribuido a la resuspensión de partículas
de suelos margosos hasta un éhP del total del V encontrado en
partículas aerotransportadas en una zona árido8desértica V105% Se
puede considerarz en este sentidoz que la presencia del V en la
atmósfera está influenciada por la resuspensión de partículas del
suelo aerotransportadas por acción de los vientos provenientes de
contribuciones antropogénicasz generadas en zonas cercanas a La
Uuajiraz como es el caso del complejo petroquímico de Il Tablazoz
Venezuela%

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

La Uuajira es uno de los territorios con mayor índice de escasez de
agua V385z lo que obliga a la población que habita en las zonas rurales
a la práctica del aprovechamiento de las aguas lluvias% Ista suele
almacenarse para uso domésticoz para beber y preparar alimentosz y
para uso agrícola%

Para la recolección del agua lluviaz que fue realizada a través de
la escorrentíaz algunos parámetros como pFz µu o µd Vque fueron
tenidos en cuenta en este estudio5 se convierten en un problema
importante V395% 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 V405z pues el pF se encuentra por
debajo del límite permisible VLzv–Tzh5 y el µd supera el límite de
hzhhA mgOLz valor que también es fijado por la Organización Mundial
de la Salud V415% Por lo anteriorz no se puede considerar como una
fuente óptima de agua para uso doméstico%

Idoneidad química para la recolección de agua lluvia
para el uso por parte de la comunidad en la zona

*No hay reporte

Sitio µu VµOL5 µd VµOL5 V VµOL5 Referencia

Zona minera de La Uuajiraz µolombia ízT8éqzA hzq8Avzq ALzT8íLzG Iste estudio
±hvazz Irán 1 h8qzTG 1 V425
Washingtonz US± 1 hzhL8vzq 1 V435
±tenasz Urecia 1 hzhí8hzvé 1 V445
Maracaiboz Venezuela vTzT qGzí Azh V455
Parisz *rancia Gzí hzíL 1 V465
Luleaz Suecia ívv 1 1 V475

Por otro ladoz la combustión del carbón es también una de las
fuentes principales de µuz µrz µoz ±sz Sez así como de elementos
litófilos en general V355% Se consideranz ademász otras posibles
fuentes como el desgaste de neumáticos y las quemas forestales en
las zonas destinadas para cultivos% También se sugiere que los
procesos de remoción de capas del suelo a través de voladuras y
excavaciones realizadas en la minaz pueden contribuir a la emisión
de µu en la atmósfera V365%

±l comparar la concentración de µd y V medidos en la lluvia en
la zona minera de La Uuajira VTabla A5z se observa que son más altas
que las reportadas en otras regiones del mundoz lo cual podría ser
consecuencia de la ubicación de la zona de estudio en la región de
calma ecuatorial que separa los movimientos de las masas de aire en
los dos hemisferios% Isto dificulta el intercambio de contaminantes
entre hemisferiosz causando cierta asimetría en la distribución de
dichos contaminantes V375%

También es de considerar que la presencia y concentración de
metales en la atmósfera de La Uuajira se ve influenciada por el
movimiento de las corrientes marinas cálidas en la costa norte de
µolombiaz la intensidad de los vientos alisios del noreste y la
presencia de cadenas montañosas en la zona sur que detienen los
vientos%

Conclusiones

In promedioz el agua de lluvia es ligeramente ácida VpF 9 vzjT5 lo
que sugiere la presencia de especies ácidas o ligeramente ácidas% No
se evidencia la presencia de Pbz pero las concentraciones de los
metales traza µu VíAzéG ± qAzTG μgOL5z µd VézGí ± AzíT μgOL5 y V
Vqqzív ± LzGv μgOL5 son elevadas y se encuentran por encima del
rango de concentración reportado para otros sitios de todo el mundo
V42-475% Lo anterior indica que la actividad antropogénica es una de
las principales fuentes responsables de la presencia de estos metales%
Las concentraciones de µd VézGí ± AzíT μgOL5 que se determinaron en
las muestras de agua de lluvia fueron relativamente altas en
comparación con las directrices de calidad del agua potable
establecidas por los Ministerios de ±mbientez Vivienda y Resarrollo
Territorialz y de Salud de µolombia V405 y por la Organización
Mundial de la Salud V415z por lo tanto se puede decir que el agua
lluvia de la región no es óptima para consumo ni uso doméstico%
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Evaluación de métodos
de extracción para la
obtención del ácido
giberélico en semillas
germinadas de maíz
(Zea mays L.)

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

Avaliação de metodologias
de extração para a obtenção
do ácido giberélico em
sementes germinadas de
milho (Zea mays L.)

Resumen Resumo
7l maíz qZea mays L2D es el segundo cereal
de mayor cultivo a nivel mundial el cual es
empleado como materia prima en diferentes
industrias2 Uasta el momento no se han
encontrado reportes de la obtención del ácido
giberélico qMê8D en esta planta2 7n el
presente trabajo se compararon los métodos
de extracción sólido1líquido por lixiviación y
la extracción dinámica con disolvente
asistida por sonicación qRSêS7D para la
obtención del Mê8 a partir de semillas
germinadas de maíz2 Los factores trabajados
en la extracción por lixiviación fueron el
método físico0 el solvente y el tiempo0
mientras que los parámetros por RSêS7
fueron el flujo0 el solvente y el tiempo2 La
mayor concentración del Mê8 se obtuvo con
el método RSêS7 q8k0k5% mg/kgD0
empleando como solvente acetonitrilo1ácido
fórmico Pj qTk;%k0 v:vD a un flujo de k04
mL/min y un tiempo de extracción de %P0k
min2 La identificación y la cuantificación del
Mê8 se realizó mediante cromatografía
líquida de alta eficiencia qUPL6D con
detector de arreglo de diodos qRêRD2 7stos
resultados evidenciaron que la RSêS7 es
una alternativa novedosa para la obtención
del Mê80 dada su alta eficiencia0 el bajo
consumo de solvente y su simplicidad en la
obtención del extracto2

6orn qZea mays L2D is the second most
cultivated cereal in the world and is used as
raw material for different kind of industries2
To date no reports about obtaining giberellic
acid qMê8D from corn have been found2 °n
the present study two methods for extracting
solid samples were evaluated; lixiviation and
dynamic sonication1assisted solvent
extraction qRSêS7D0 for obtaining giberellic
acid from corn germinated seeds2 °n
lixiviation0 the physical method qagitation
and sonicationD0 solvent0 and time were the
parameters analyzedO while in RSêS7 the
variables were; solvent0 flow0 and time2 The
most efficient technique was RSêS7
employing acetonitrile1formic acid Pj
qTk;%k0 v:vD as solvent at a flow of k04 mL/
min for %P0k min0 obtaining a concentration
of 8k0k5% mg/kg giberellic acid2
°dentification and quantification were
performed by high performance liquid
chromatography qUPL6D with diode array
detector qRêRD2 These results showed that
dynamic sonication1assisted solvent
extraction qRSêS7D is a novel and powerful
alternative technique for obtaining giberellic
acid0 because of its high efficiencyO low
solvent consumption and simplicity in
obtaining the extract2

O milho qZea mays L2D é o segundo cereal
mais cultivado no mundo e é usado como
matéria1prima em diferentes indústrias2 êté a
data não foram encontrados estudos da
obtenção do ácido giberélico qMê8D neste
cereal2 7ste trabalho teve como objetivo a
comparação da metodologia de extração
sólido1líquido por lixiviação e a metodologia
de extração dinâmica com dissolvente
assistida por sonicação qRSêS7D para a
obtenção do ácido giberélico a partir de
sementes germinadas de milho qZea mays L2D2
Na extração por lixiviação foram avaliados
diferentes parâmetros; o método físico0 o
solvente e o tempoO e na metodologia RSêS7
estes parâmetros foram; o solvente0 o fluxo e
o tempo2 ê maior concentração de ácido
giberélico qMê8D foi obtida com a
metodologia RSêS70 usando como solvente
acetonitrila1ácido fórmico Pj v/v qTk;%kD0
fluxo de k04 mL/min e tempo de extração de
%P0k min2 ê identificação e a quantificação do
Mê8 foi realizada mediante cromatografia
líquida de alta eficiência qUPL6D com
detecção de arreglo de diodos qRêRD2 Os
resultados evidenciaram que a RSêS7 foi
uma excelente alternativa para a obtenção do
ácido giberélico0 por apresentar alta
eficiência0 pouco consumo de solvente e ser
umatécnica simples para a obtenção do
extrato2

Palabras clave: fitohormonas0 RSêS70
lixiviación0 UPL60 Zea mays L2

Keywords: phytohormone0 RSêS70
lixiviation0 UPL60 Zea mays L2
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±hora bienq el –±; ha sido evaluado por su importancia en la
germinación y desarrollo de las plantas en diferentes especies
vegetales como Arabidopsis 1158q fresno blanco 1218 y arroz 1328x
Sin embargoq no se han encontrado reportes de esta fitohormona en
cereales como el maízq el segundo cultivo más importante del mundo
después del trigo 1338x :l maíz se cultiva en más de FñL millones de
hectáreas con una producción anual de más de Q%L millones de
toneladas métricasx Toda la planta puede ser aprovechada y las
aplicaciones posibles de este cereal incluyen alimentoq forraje o
materia prima para diferentes industrias 1348x ±dicionalmenteq es de
gran utilidad investigativa debido a su corto tiempo de germinaciónq
lo que permite hacer diversidad de ensayos en los que se miden
múltiples variables permitiendo alcanzar conclusiones de diferente
índole 1338x

:l objetivo de este trabajo fue comparar los métodos de
extracción por lixiviación y la extracción dinámica con disolvente
asistida por ultrasonido 19S±S:8q con el fin de determinar el
protocolo más eficiente para la obtención del ácido giberélico 1–±;8
a partir de semillas germinadas de maíz 1Zea mays Lx8x

Introducción
:l ácido giberélico 1–±;8 1Bigura F8 es una fitohormona que hace
parte de la familia de los diterpenos tetracíclicos de naturaleza ácida
118x :ste ejerce efectos diversos en el crecimiento y desarrollo de la
plantaq promueve la germinación de las semillas que se encuentran
en estado de dormanciaq la elongación del talloq el brote de las yemas
y el desarrollo de los frutos 12, 38x La acción del –±; en el
crecimiento de los tejidos puede estar regulada por la modulación
celular de sus concentracionesq por la habilidad de la célula para
responder al estímulo de esta fitohormonaq o por ambas 148x

:l estándar del ácido giberélico empleado fue Sigma ±ldrich 1Sigmaq
US±8H el acetonitrilo y el metanol fueron grado cromatográfico
1Bisher Scientificq US±8H el acetato de etilo y el ácido fórmico fueron
grado analítico 1Scharlauq :spaña8x :l agua fue purificada empleando
un sistema 9irectúQ 1Milliporeq US±8x

Materiales y métodos
Reactivos químicos

OH

CH2

OH

COOHCH3

OC

O

Figura 1. Estructura del ácido giberélico (GA3)

:l –±; ha sido obtenido a partir de diferentes tejidos vegetales
utilizando principalmente métodos de extracción sólidoúlíquidoq
procesos en los cuales se extraen uno o varios solutos de un sólido
mediante la utilización de un disolvente líquidox ±mbas fases entran
en contacto íntimo y el soluto o los solutos pueden difundirse desde
la matriz sólida a la fase líquidaq lo cual produce la separación de los
componentes constitutivos de la muestra 158x Para llevar a cabo la
lixiviación se han utilizado diferentes tipos de disolventes tales como
el metanol frío 16–98q el metanol acuoso 1%Lá v/v8 110, 118q el
metanol acuoso acidificado con ácido fórmico 1LqLQá v/v8 1128q el
acetato de etilo 113, 148q el acetonitrilo acidulado con ácido fórmico
1Qá v/v8 115, 168 y mezclas de isopropanolúácido acético 117, 188x :l
período de extracción ha sido variable debido a que se han empleado
tiempos cortosq una o dos horas 16, 16, 19, 208q hasta períodos
prolongadosq Uñ o ñ% h 121–238x

Otro método moderno de extracción sólidoúlíquido es la
extracción dinámica con disolvente asistida por sonicación
19S±S:8x :n 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 acústicas con frecuencias por encima de UL kHzq
que promueven la transferencia de analitos desde la matriz en estudio
hasta el disolventex :sta técnica emplea los mismos solventes que la
lixiviaciónq pero los tiempos de extracción y las cantidades de
muestra son inferiores 1248x La técnica de 9S±S: se ha empleado en
la extracción de analitos como ésteres organofosforadosq
blanqueadoresq colorantes y polifenolesq empleando flujos de
solvente desde los LqU hasta FqL mLDminq con porcentajes de
recuperación que se encuentran por encima del %Qá 125–278x

Por otro ladoq la cromatografía se encuentra entre las técnicas
más empleadas para la identificación y la cuantificación del –±;q
que tiene como ventajas mayor eficiencia en la separación y alta
especificidad 111, 13, 288x La cromatografía líquida de alta eficiencia
1HPL°q por sus siglas en inglés8 es preferida sobre la cromatografía
de gases ya que esta última requiere la derivatización previa del
analitoq lo cual aumenta el grado de complejidad del análisis 129–
318x

Se usaron semillas de maíz 1Zea mays Lx8 variedad I°±úV;LQ tipo
comercial producidas por la empresa Semillas del Pacífico 1°artagoq
°olombia8x Se seleccionaron semillas sin daños visibles y con forma
uniformeq con masa promedio de Lq;%P% g ± LqLLLU g y volumen
promedio de Lq;QM cm; ± LqLL% cm;x

Muestra de estudio

Las semillas de maíz previamente seleccionadas se sembraron en
cajas Petri 1FLL x FQ mm8q con papel absorbente como soportex ±
cada caja se le adicionaron FUqL mL de agua destilada y se colocaron
en una incubadora Incucell de UUU L sin luzq a una temperatura de
;LqF °° ± LqF °°x La humedad del sistema fue de QOqLLá ± ;q;Oáx
9espués de ñ% hq las semillas se sacaron de la incubadora y fueron
trituradas con ayuda de un molino eléctrico hasta obtener un material
muy fino que se guardó en bolsa con sello hermético y en nevera a
úUL °° para su posterior extracción 1358x

Preparación de la muestra

Para la extracción del –±; mediante lixiviación se emplearon tres
solventes diferentesk solvente 6q acetonitrilo–ácido fórmico Qá
1%LkUL8 1158H solvente °q metanol–ácido fórmico Qá 1%LkUL8 1138H
solvente 9q acetato de etilo 1328x Se emplearon dos tiempos de
extracción 1F y U h8 y dos métodos extractivos diferentesq como se
presenta a continuaciónx

Método de extracción sólido-líquido (lixiviación)
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Método I: agitación orbital
Áa extracción se realizó utilizando el procedimiento planteado por
Stirk y colaboradores q16j4 con algunas modificacionesE Se
adicionaron P343 mÁ del solvente de extracción qsolvente O4 T o Mj a
-343333 g de la muestra molida y se ésta se puso en un agitador
orbital durante una o dos horasE =l cabo del respectivo tiempo4 el
material se decantó obteniéndose un sobrenadante y un pellet7 el
primero se retiró y se conservó4 mientras que al segundo se le
adicionó una nueva porción del respectivo solvente fresco y se
reextrajo dos veces másE Áos sobrenadantes obtenidos se mezclaron y
se centrifugaron a ™333 rpm durante -3 min4 obteniéndose un nuevo
sobrenadante el cual fue secado en rotaevaporador a í3 ºTE Vl
extracto sólido final se reconstituyó con acetonitrilo hasta un volumen
de ™43 mÁ previo a su análisisE

Método II: Ultrasonido
Se adicionaron P343 mÁ del solvente de extracción qsolvente O4 T o
Mj a -343333 g de la muestra molida y la mezcla se puso en un equipo
de ultrasonido durante una o dos horasE Vn el transcurso de la
extracción4 la temperatura del agua en el baño nunca fue superior a H™
ºTE =l cabo del respectivo tiempo4 el material se decantó
obteniéndose un sobrenadante y un pellet7 el primero se retiró y se
conservó4 mientras que al segundo se le adicionó una nueva porción
del respectivo solvente fresco y se reextrajo dos veces másE Áos
sobrenadantes obtenidos se unieron y se centrifugaron a ™333 rpm
durante -3 min4 obteniéndose un nuevo sobrenadante el cual fue
secado en rotaevaporador a í3 ºTE Vl extracto sólido final se
reconstituyó con acetonitrilo hasta un volumen de ™43 mÁ previo a su
análisisE

Rev. Colomb. Quim. 20174 46 qPj4 í™º™3E

Para la identificación y la cuantificación4 se empleó la técnica de
wPÁT con modificaciones de la metodología planteada por Ohalla y
colaboradores q13jE Se utilizó una columna Supelcosil™ ÁTº-%ºMO
™43 μm q-™3 x í48 mmjE Áa fase móvil fue acetonitriloºácido fórmico
343-h con gradiente lineal como se detalla a continuación9
acetonitriloºácido fórmico 343-h q-39:3j ™43 min7 q639H3j í343 min7
q-39:3j -343 min a un flujo de 34™ mÁñminE Una alícuota de -3 μÁ de
cada solución que contenían las giberelinas se inyectó en el
cromatógrafo y fueron detectadas a una longitud de onda de -:™ nmE
Previo al análisis cromatográfico4 todas las muestras fueron filtradas a
través de membranas qQÁSj de 34P μm de poroE

Recta de calibración

Áa recta de calibrado fue elaborada con un estándar del F=H4
empleando siete niveles con concentraciones de -437 ™437 -3437 P3437
H3437 í343 y ™343 mgñkgE Áas soluciones fueron preparadas al disolver
el estándar con acetonitriloE

Método de extracción DSASE

Vl procedimiento de extracción MS=SV se basó en el trabajo previo
de Áópez y colaboradores q36j y se realizó con dos solventes
diferentes9 solvente O4 acetonitrilo–ácido fórmico ™h q%39P3j q15j7
solvente T4 metanol–ácido fórmico ™h q%39P3j q13jE Se empleó una
celda de extracción de acero inoxidable de H43 mÁ que se llenó con
34%333 g de muestra y se colocó en el interior de un baño ultrasonido7
se controló la temperatura del agua para que nunca fuera superior a
H™ ºTE Posteriormente4 el sistema se conectó a una bomba peristáltica
que controló el flujo del solvente9 qO o Tj U 34P mÁñmin o 34í mÁñ
min a través de la celda7 la extracción se realizó por -P4™ min o P™43
minE =l final de este periodo4 se obtuvo el volumen de extracto
deseado para cada una de las combinaciones de solvente y flujoE

Resultados y discusión

Vl modelo obtenido a partir de la recta de calibración explica el
::4™-h de la variabilidad en las áreas calculadas en función de la
concentraciónE Vl límite de detección qÁOMj se determinó
experimentalmente eligiendo la menor concentración del analito que
presentó una señal cromatográfica integrable y el límite de
cuantificación qÁOQj se calculó aplicando la expresión 𝐿𝑂𝑄 U -3ñH
𝐿𝑂𝐷E Áos resultados de la recta de calibración se muestran en la Tabla
-E

Condiciones cromatográficas

Para el análisis del F=H4 se utilizó un cromatógrafo líquido de alta
eficiencia Shimadzu Prominence qUS=j4 equipado con un
desgasificador MFU P3™ qUS=j4 un detector de arreglo de diodos
qM=Mj prominence SPMºRP3= qUS=j4 un horno Shimadzu
TTOº-3=S VP qUS=j y un automuestreador Shimadzu SNÁº-3=I
qUS=jE Vl software empleado para el análisis de los datos fue
ÁTsolution Shimadzu qUS=jE

Análisis estadístico

Áa optimización de los métodos de extracción por lixiviación y por
MS=SV se realizó mediante un =NOV= multifactorial4 previa
verificación de los supuestos qnormalidad4 homocedasticidad e
independenciajE Áas diferencias estadísticas presentadas entre los
tratamientos se analizaron mediante la prueba de rangos múltiples de
TukeyE Áa comparación entre los métodos óptimos de extracción se
realizó mediante la prueba t para diferencia de medias independientes
con varianzas iguales4 previa verificación de tal igualdad por el test IE
Áos análisis fueron realizados empleando el software Statgraphics
centurión XN en modo demoE

Recta de calibración

=nalito Ácido giberélico
β3 34333PP

SM qβ3j %4-™íH
β- P-4P-H-

SM qβ-j 34H3™-
RP 34::™-

ÁOM qmgñkgj 34H3
ÁOQ qmgñkgj -433

Tabla 1. Parámetros de la recta de calibración

β0 = Intercepto; β1 = Pendiente
SD β0 = Desviación estándar del intercepto
SD β1 = Desviación estándar de la pendiente.
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En resumenz las mejores condiciones evaluadas para extraer el
GA– por medio del método de lixiviación fueronT agitación como
método físicoz acetonitriloPácido fórmico /á yVFTSFh como solvente
y una hora como tiempo de extracción1 Este tiempo fue el elegido
dado que permite extraer la misma cantidad de GA– que al emplear
dos horas yz por tantoz fue el tratamiento más eficiente1

En el proceso de lixiviación para la obtención del GA– a partir de
semillas germinadas de maízz se determinó que los factores método y
solvente de extracción tuvieron un efecto estadísticamente
significativo sobre la concentración del analito en estudio1 Por el
contrarioz el tiempo de extracción yD y S hh no mostró diferencias en
la obtención del GA–1 Los resultados obtenidos se presentan con una
significancia del /á yFigura Sh1

Para la extracción por DSASEz los factores flujo y tiempo tuvieron
diferencias estadísticamente significativasz mientras que con el factor
solvente no se presentaron diferencias estadísticamente considerablesz
con una significancia del /á yFigura –h1

Evaluación de las condiciones de la extracción DSASE

Figura 2. Resultado de los factores empleados en la extracción por lixiviación [U: ultrasonido; A:
agitación; D: acetato de etilo; C: metanol-ácido fórmico 5B E80:20); B: acetonitrilo-ácido fórmico
5B E80:20)]

El solvente con el cual se obtuvo la mayor extracción del GA–
fue acetonitrilo–ácido fórmico /á yVFTSFhz obteniéndose una
concentración de DDzVUD mgLkg para el GA– yFigura Sh1 Esto
concuerda con los resultados obtenidos por Urbanová y
colaboradores y15hz quienes realizaron extracción del GA– en
Arabidopsis thaliana empleando diferentes combinaciones de
solvente y obtuvieron como mejor resultado la mezcla de
acetonitriloPácido fórmico /á1 Vale la pena resaltar que el GA– es un
analito de alta polaridad debido a la presencia de grupos funcionales
como carboxilosz hidroxilos y lactonas en su estructura yFigura Dhz
por lo cual es más afín con solventes con índices de polaridad alta
como el acetonitrilo y el metanol y37h1 Sin embargoz se podría decir
que el acetonitrilo fue mejor en la extracción del GA–z debido a que
este solvente es buen aceptor de protonesz por lo cual interactúa
fácilmente con solutos hidrolixados tales como el GA–z mientras que
el metanol es un donador de protones e interacciona mayormente con
solutos básicos y38h1 También es una ventaja la alta polaridad del
acetonitriloz dado que evita la extracción de compuestos lipídicos
que pueden interferir en el proceso de cuantificación y39h1

De los trabajadosz el mejor método físico fue la agitaciónz pues
se obtuvo una concentración de Uz/–D mgLkg yFigura Sh1 Este
resultado podría estar relacionado con la ausencia de ondas en el
solvente extractor que pueden producir la degradación del analito yz
por endez conllevar a una disminución en la concentración del GA–
extraído y40h1 De igual maneraz el método de agitación no conduce a
la disociación de las moléculas de agua por lo cual no se generan
radicales hidroxilos quez eventualmentez podrían reaccionar con el
analito en estudio y41h1

El mejor flujo dentro de los dos niveles evaluados fue Fz7 mLL
minz pues permitió una desorción rápida del analito presente en la
matriz1 Lo anterior debido a quez posiblementez al haber solvente
fresco en tiempos cortosz las interacciones solventePmatriz repetidas
veces conllevaron a un equilibrio químicoz lo que facilita la obtención
de una mayor cantidad de analito extraído y24, 26h1 Finalmentez y
dado que el factor tiempo presentó diferencias significativasz siendo
S/zF min el tiempo que permitió una mayor extracción con una
concentración del GA– de S7zú– mgLkgz se escogió este valor como el
óptimo para la extracción por DSASE yFigura –h1

Lo anterior permitió determinar que las mejores condiciones
evaluadas para la extracción del GA– por el método de DSASE
fueronT acetonitriloPácido fórmico /á yVFTSFh con Fz7 mLLmin de
velocidad de flujo y un tiempo de extracción de S/zF min1

Al comparar los procedimientos de extracción por lixiviación y
DSASEz se encontró que las concentraciones medias obtenidas por
los dos métodos empleados fueron diferentes con un nivel de
confianza del ú/á1 Estos valoresz así como sus desviaciones estándarz
se muestran en la Tabla S1
En la Tabla S se observa que la extracción por DSASE fue la más
eficientez reportándose una concentración del GA– de –FzFDS mgLkg1
Esta técnica tiene varias ventajas sobre la extracción por lixiviación
dado que presenta bajo consumo de solventez emplea menor cantidad
de muestraz disminuye drásticamente los tiempos de extracción y es
menos laboriosa al momento de implementarse y25h1

Evaluación de las condiciones de la extracción
sólido-líquido
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Figura 3. Resultado de los factores empleados en la extracción por DSASE [C: metanol-ácido
fórmico 5B E80:20); B: acetonitrilo-ácido fórmico 5B E80:20)]
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–demásE al ser un sistema dinámico la muestra está continuamente
expuesta al disolvente frescoE lo cual promueve la transferencia de
analitos desde la matriz hasta el disolvente í7LL% Todo esto confirma
la bondad de esta técnica por lo cual es usada en la actualidad para la
obtención de diferentes biomoléculas%

Conclusiones
Se evaluaron las mejores condiciones para la extracción del ácido
giberélico íF–qL en semillas de maíz íZea mays KL por lixiviación y
por WS–SO% Para la primera metodología los parámetros óptimos
fueron agitaciónE con acetonitriloPácido fórmico kg í6:Jú:L y una
hora% Para el segundo proceso las condiciones óptimas fueron
acetonitriloPácido fórmico kg í6:Jú:LE a un flujo de :E1 mK8min y
úkE: min%

Se compararon los procedimientos de extracción por lixiviación
y por WS–SOE siendo este último el mejor métodoE debido a su alta
eficiencia y correspondiéndose con las tendencias de la química verde
al utilizar las mínimas cantidades de disolvente y muestra%

Se aplicó por primera vez una metodología de extracción por
WS–SO para la obtención del F–q en semillas de maízE obteniéndose
una concentración del analito de q:E:/ú mg8kg% Oste resultado abre el
camino para usar esta técnica en estudios posteriores en el campo de
los productos naturales%

Tabla 2. Concentración de GA3 obtenida con los métodos de extracción empleados Medias
± desviación estándar

Vétodo de extracción Yoncentración F–q ímg8kgL

Kixiviación /kE:Uú ± qE1q/

WS–SO q:E:/ú ± 1E/ú/
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Nanopartículas de paladio
soportadas en hidroxisales
laminares: uso potencial en
reacciones de Sonogashira

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

Nanopartículas de paládio
suportadas em hidroxisais
laminares: uso potencial em
reacções de Sonogashira

Resumen Resumo
ân este artículo se reporta la síntesis de
nanopartículas de paladio soportadas en
hidroxisales de acetato de zinc y modificadas
con un surfactante CQ5S1Zn1wc8PdÅ y Q5S1
Zn1Suf8PdÅ respectivamente4j mediante
inserción de [Pdçlg]

q1 y su posterior
reducción con etanol en reflujo3 çon la
inserción de surfactantej la distancia
interlaminar de la hidroxisal de partida
CQ5S1Zn1wc4 se incrementó de 9ájé Å a
qXjé Åj mientras que los materiales finalesj
que contenían paladio metálico registraron
distancias interlaminares de qqjg Å y qXjg Å
para Q5S1Zn1wc8PdÅ y Q5S1Zn1Suf8PdÅ

respectivamente3 Qas hidroxisales de acetato
de zinc y de surfactante con nanopartículas
metálicas de paladio incorporadas fueron
ensayadas como potenciales catalizadores en
la reacción de Sonogashira partiendo de
fenilacetileno y yoduros de ariloj
particularmente yodobenceno o q1yodofenolj
dando lugar a difenilacetileno Cáq, de
rendimiento de producto aislado y
purificado4 o q1fenilbenzofurano C9é,43
Todos los materiales inorgánicos fueron
caracterizados mediante las siguientes
técnicasR difracción de rayos X CXRã4j
microscopia electrónica de barrido CSâU y
SâU1âãS4j microscopia electrónica de
transmisión CTâU4 y espectroscopía de
6nfrarrojo con Transformada de ôourier CôT1
6R43 Por su parte los compuestos orgánicos
se caracterizaron por resonancia magnética
nuclear C951NUR y 9áç1NUR4 y
cromatografía de gases acoplada a
espectrometría de masas Càç1US43

This article reports the synthesis of
palladium nanoparticles supported on zinc
acetate hydroxysalts and modified with a
surfactant CQ5S1Zn1wc8PdÅ and Q5S1Zn1
Suf8PdÅ respectively4j by insertion of
[Pdçlg]

q1 and its subsequent reduction with
ethanol at reflux3 With the surfactant
insertionj the interlaminar distance of the
starting hydroxysalt CQ5S1Zn1wc4 increased
from 9á3é Å to qX3é Åj while the final
materials containing palladium metal
registered interlaminar distances of qq3g Å
and qX3g Å for Q5S1Zn1wc8PdÅ and Q5S1Zn1
Suf8PdÅ respectively3 Zinc acetate
hydroxysalt and surfactant with incorporated
palladium metal nanoparticles were tested as
potential catalysts in the Sonogashira
reaction starting from phenylacetylene and
aryl iodidesj particularly iodobenzene or q1
iodophenolj giving diphenylacetylene Cáq,
yield of isolated and purified product4 or q1
phenylbenzofuran C9é,43 wll inorganic
materials were characterized by the
following techniquesR X1ray diffraction
CXRã4j scanning electron microscopy CSâU
and SâU1âãS4j transmission electron
microscopy CTâU4 and ôourier transformed
infrared spectroscopy CôT16R43 The organic
compounds were characterized by nuclear
magnetic resonance C951NUR and 9áç1
NUR4 and gas chromatography coupled to
mass spectrometry Càç1US43

Neste artigo se reporta a síntese de
nanopartículas de paládio suportadas em
hidroxisais de acetato de zinco e modificadas
com um surfactante CQ5S1Zn1wc8PdÅ e Q5S1
Zn1Suf8PdÅ respectivamente4j mediante
inserção de [Pdçlg]

q1 para depois fazer uma
redução com etanol em refluxo3 çom a
inserção do surfactantej a distância
interlaminar da hidroxisal inicial CQ5S1Zn1
wc4 aumentou de 9ájé Å até qXjé Åj enquanto
que os materiais finais que continham paládio
metálico registraram distâncias interlaminares
de qqjg Å até qXjg Å para Q5S1Zn1wc8PdÅ e
Q5S1Zn1Suf8PdÅ respectivamente3 ws
hidroxisais do acetato de zinco e do
surfactante com nanopartículas metálicas de
paládio incorporadas foram testados como
potenciais catalisadores na reação de
Sonogashira a partir de fenilacetileno e
iodetos de ariloj particularmente iodobenzeno
ou q1iodofenolj levando respectivamente
difenilacetileno Cáq, de rendimento de
produto isolado e purificado4 ou q1
fenilbenzofurano C9é,43 Todos os materiais
inorgânicos foram caracterizados pelas
seguintes técnicasR difração de raios X
CXRã4j microscopia eletrônica de varredura
CSâU e SâU1âãS4j Uicroscopia âletrônica
de Transmissão CTâU4 e espectroscopia de
infravermelho com transformada de ôourier
CôT16R43 Por outro ladoj os compostos
orgânicos foram caracterizados por
ressonância magnética nuclear C951NUR y
9áç1NUR4 e cromatografia gasosa acoplada à
massa Càç1US43

Palabras clave: hidroxisalesj laurilsulfato de
sodioj paladioj acoplamiento ç1ç tipo
Sonogashiraj difenilacetilenoj
q1fenilbenzofurano3

Keywords: hydroxide saltsj sodium lauryl
sulfatej palladium nanoparticlesj Sonogashira
ç1ç coupling reactionsj diphenylacetylenej
q1phenylbenzofuran3

Palavras:Chave: hidroxisaisj laurilsulfato de
sodioj paládioj acoplamiento ç1ç tipo
Sonogashiraj difenilacetilenoj
q1fenilbenzofurano3
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Se realizaron estudios preliminares de la actividad de estos
materiales como potenciales catalizadores en reacciones de
acoplamiento tipo Sonogashiraj específicamente para la síntesis de
difenilacetilenos y benzofuranosL 7l método utilizado se basa en el
intercambio de la hidroxisal de acetato de zinc con surfactante
seguida de intercambio con el anión tetracloropaladato 4[PdKl/]

8:] y
la posterior reducción del paladio allí contenidoL 7n este artículo se
describen los procedimientos llevados a cabo y los respectivos
resultadosL

Introducción

7n la actualidad hay un interés creciente por los materiales
inorgánicos laminaresj su manipulación permite especies huéspedes
intercambiables que le confieren diferentes propiedades físicas y
químicas al material sintetizadoj dado que entre sus láminas se
pueden alojar polímerosj biomoléculasj moléculas neutras o iones
tanto orgánicos como inorgánicos 41, 2]L 7ntre estos materiales
laminares se encuentran los hidróxidos metálicos que poseen
anionesj utilizados para la obtención de estructuras en dimensiones
nanométricasj con reconocidas aplicaciones0 como material de
soporte para catalizadores 43, 4]j en la industria como retardantes de
llamas 45]j tamices moleculares o intercambio de iones y adsorbentes
46, 7]j entre otrasL

Particularmentej las propiedades fisicoquímicas y aplicaciones
de hidroxisales laminares 4LHS] han sido poco estudiadasL Hay
reportes de un compuesto relacionadoj conocido como hidroxiacetato
de zinc 44, 8]j con fórmula general Zn·4OH]k43

n−]8Hn·8H8Oj en el que
la cuarta parte de los octaedros coordinados al ion zinc es
reemplazada por dos tetraedros coordinados al zincj localizados por
encima y debajo del planoj coordinando moléculas de agua en el
vértice del tetraedro 49]L 7stos materiales pueden servir como soporte
de especies metálicas para ser utilizados en reacciones de catálisis en
fase heterogéneaj permitiendo la reutilización del catalizador y
proporcionando mayor utilidad industrial yj por lo mismoj beneficios
económicos y ambientalesL

3lgunos de los métodos reportados en la literatura 410] para la
síntesis de hidroxisales son0 4i] método de coprecipitaciónj 4ii]
método sal:óxido y 4iii] tratamiento hidrotérmicoL Otros métodos se
basan en reacciones de hidrólisis que se producen cuando se añade
agua a complejos metálicos que se forman en las disoluciones de los
cationesL

Por otra partej el paladio es utilizado como catalizador en una
variedad de reacciones orgánicasj dentro de las cuales las reacciones
de acoplamiento K:K 411] juegan un importante rol en la química
orgánica sintéticaj ya que sus productos tienen diversas aplicaciones
como intermediarios en la preparación de productos naturales y
compuestos bioactivos 412]L Fesde el punto de vista de la catálisisj
las nanopartículas de paladio han sido usadas en una variedad de
reacciones químicas incluyendo las reacciones de acoplamiento K:K
tipo Heckj Suzukij Sonogashira y Stille 413, 14]L

3demás de la síntesis de derivados de acetilenoj la reacción de
Sonogashira permite también la preparación de heterociclos
condensadosj lo cual ha sido demostrado en la síntesis de productos
como vignafurano y cicerfurano 415, 16]j productos de interés por su
potencialidad farmacológica 417]L 3unque hay reportes que
describen el uso de nanopartículas de paladio soportadas en arcillas
aniónicas modificadas en reacciones de Sonogashira 45, 18, 19]j
hasta la fecha no se ha reportado su uso en la obtención de
heterociclos condensadosL

Kon la expectativa de que las moléculas de surfactante actúen
como plantilla para aumentar el espacio interlaminarj el área
superficial y la lipolificidad de las hidroxisales laminares de este
estudioj similar a como se reportó en hidróxidos dobles laminares
420]j se sintetizaron dos nuevos materiales laminares con
nanopartículas de paladio soportadas 4LHS:Zn:3cHPdZ y LHS:Zn:
SufHPdZ]j mediante una modificación del procedimiento reportado
por Martínez y colaboradores 421]L

Los reactivos utilizados proceden de fuentes comerciales0 Sigma:
3ldrich0 ZnO 4úúq[ pureza]j Zn4O3c]8·8H8O 4úkq[ pureza]j 8:
yodofenol 4úk[]j fenilacetileno 4úk[]j yoduro cuproso 4KuI] 4úk[]M
Karlo 7rba KHA4KH8]OOOSOANa 4ú8[]j 3lfa:3esar0 K8[PdKl/]
4úújúú[] y Kalbiochem0 acetato de potasio 4KO3c] 4úújú[]L

Materiales y métodos
Reactivos

7n la Figura O se presenta la secuencia gráfica para la preparación de
los materiales inorgánicosj cuyo procedimiento experimental se
describe a continuación0

Etapa 1. Síntesis de hidroxisales de acetato de zinc (LHS-Zn-Ac)
La síntesis de hidroxisales de acetato de zinc se llevó a cabo de
acuerdo a lo reportado en la literatura 421]L Se mezclaron kA g 4O mol]
de óxido de zinc 4ZnO] con AOZ g 4Oj/ mol] de acetato de zinc
dihidratado 4Zn4O3c]8·8H8O] en 8j· L de agua destilada y
desionizadaL La mezcla se agitó a 8ZZZ rpm durante A/ h bombeando
nitrógeno 4N8] cada horaL Fespués de A/ h de reacciónj la mezcla se
dejó de agitar y el material se lavó dos veces con agua destilada y
desionizada sin verificación de la desionización totalj filtrando la
mezcla con un sistema convencional de vacíoL Se dejaron secar las
muestras por dos días al aire librej a temperatura ambientej sin el uso
adicional de solventes de secadoL 7l producto final fue un sólido
blancoj se pesó y se obtuvieron /Zñ g de LHS:Zn:3cL

Etapa 2. Síntesis de LH S-Zn-Suf: intercambio de la hidroxisal de
acetato de zinc con surfactante (laurilsulfato de sodio)
Se mezclaron 8ZZ g de LHS:Zn:3c y 8ZA g 4ZjD mol] de laurilsulfato
de sodio 4KHA4KH8]OOOSOANa] en 8j· L de agua destilada y
desionizadaj bombeando nitrógeno 4N8] cada horaM la mezcla se agitó
a 8ZZZ rpm durante 8/ h bajo condiciones ambientalesL Fespuésj el
material se lavó dos veces con agua destilada y desionizada filtrando
la mezcla con un sistema convencional de vacíoL Se dejaron secar las
muestras durante cinco días al aire librej a temperatura ambiente y sin
el uso de solventes de secadoL 7l producto final fue un sólido blanco
del que se obtuvieron O/O g 4LHS:Zn:Suf]L

Síntesis de materiales inorgánicos
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Etapa 3. Síntesis de LHS-Zn-Ac/[PdCl4]
2- y LHS-Zn-Suf/

[PdCl4]
2-: intercambio de las hidroxisales precursoras con el

anión [PdCl4]
2-

Las dos hidroxisales sintetizadas 4LHS7Zn7Rc y LHS7Zn7Suf] se
sometieron a intercambio con tetracloropaladato 4II] de potasio 4K8
[PdFl;]]j utilizando los procedimientos reportados en la literatura
421]j pero variando la concentración del complejo de paladiog Se
preparó una solución de K8[PdFl;] a una concentración de 8j0 g/L 4el
doble de la concentración utilizada por Martínez y colaboradores
421]]j pesando ;jD g del compuesto en íj0N L de agua destilada y
desionizadag Luegoj se pesaron í0jN g de LHS7Zn7Rc que se
adicionaron a una batidora industrial y íj0N L de la soluciónE se
bombeó nitrógeno 4N8] durante N min cada horag

Se tomó la precaución de realizar la reacción bajo atmósfera
inerte con el fin de prevenir la formación de carbonatos que pueden
ser derivados de la reacción del material con FO8g La mezcla se agitó
a 8MMM rpm durante ;D h bajo condiciones ambientales para LHS7Zn7
Rc y 8; h para LHS7Zn7Sufg Vespuésj el material se lavó dos veces
con agua destilada y desionizada filtrando la mezcla con un sistema
convencional de vacíoE se dejaron secar las muestras durante cinco
días al aire librej a temperatura ambiente y sin el uso de solventes de
secadog Rl finalj se obtuvieron í8jé g de LHS7Zn7Rc/[PdFl;]

87 como
un sólido cafég El mismo procedimiento se llevó a cabo con LHS7Zn7
Suf preparando una solución de K8[PdFl;] a una concentración de 8j0
g/Lj a partir de qj; g en íj8N L de agua destilada y desionizadag
Luego se partió de í8jN g del compuesto para obtener éjí g de LHS7
Zn7Suf/[PdFl;]

87 como un sólido cafég

Etapa 4. Síntesis de LHS-Zn-Ac/Pd0 y LHS-Zn-Suf/Pd0:
reducción de paladio en las hidroxisales modificadas
El paladio contenido en los materiales 4LHS7Zn7Rc/[PdFl;]

87 y LHS7
Zn7Suf/[PdFl;]

87] se sometió a reducción a paladio metálico a partir
de reflujo en etanol 421, 22]g Se pesaron í8jM g de LHS7Zn7Rc/
[PdFl;]

8− y se adicionaron qMM mL de etanol en un balón de fondo
redondo de NMM mLg Se realizó el montaje de reflujo y se controló la
temperatura en un baño de aceite entre 007DM °F con una velocidad de
agitación constante durante 8 hg La muestra se dejó decantar y se
centrifugó O veces lavando el material con etanol 4NMMM rpm durante N
min]E se pasaron a un vidrio de reloj dejando secar al aire librej a
temperatura ambiente y sin el uso adicional de solventesj durante
ocho díasg Rl final del proceso se obtuvieron ííj0 g de LHS7Zn7Rc/
PdM como un sólido negrog El mismo procedimiento se llevó a cabo
con í8jM g LHS7Zn7Suf/[PdFl;]

8− donde hubo una pequeña variación
en la temperatura entre 0D7D8 °Fj al final se obtuvieron Djí g de LHS7
Zn7Suf/PdM como un sólido negrog

Figura 1. Síntesis de los materiales inorgánicos

Las fases cristalográficas de los materiales en polvo preparados se
visualizaron por medio de los patrones de difracción de rayos Xj que
se obtuvieron usando un difractómetro Rigaku MiniFlex IIj equipado
con una fuente de alto voltaje de qM kV y íN mR de corrienteg Los
análisis se realizaron a una velocidad de N °/min en el rango de
íj870M° en 8θg El porcentaje del anión laurilsulfato en los materiales
laminares se determinó mediante el método de sustancias activas al
azul de metileno 4SRRM]j un colorante catiónico 423]g

Caracterización inorgánica
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Síntesis del 2-fenilbenzofurano
+n un balón de tres bocas de °x mBD se mezclaron °°G mg de °M
yodofenol /3 mmolPD 3Gq mg de ™Å;c /3Dx mmolPD xp mg de
catalizador /BXSMZnM;cjPdp o BXSMZnMSufjPdpPD 3í mg de vuh
/cuando se realiza con coMcatalizadorP y se gotearon 3Gp μB de
fenilacetileno /3D°x mmolP en ° mB de [U]D bajo atmósfera de
nitrógenoF Ba mezcla de reacción se agitó a xpp rpmD controlando la
temperatura de reflujo entre 33°M33T °v durante Gx minF Se realizó el
seguimiento de la reacción con TBv y QvMUSF BuegoD la mezcla de
reacción se filtró con [U] y se realizó una extracción líquidoM
líquido con éter etílicoMaguaF [espués se realizó cromatografía de
columna eluyendo con 3ppH éter de petróleoD obteniendo un sólido
blanco con un punto de fusión 33%M3°p °vF 3XMkUR /v[vlTD Gpp
UXzP9 δjppm : qDé°MqDqí /mD °XPD qDxTMqD3x /mD qXPD íD%x /dD 3XD á
: pDé XzPN 3TvMkUR /v[vlTD 3p3 UXzP9 δjppm : 3xxD%D 3xGD%D
3TpDxD 3°%D°D 3°éDéD 3°éDíD 3°GD%D 3°GDTD 3°°D%D 3°pD%D 333D°D 3p3DTN
US /+hD qp eVP mjz /H intensidad relativaD ionP9 3%G /3ppD [UI]PD
3íx /íéPD 3T% /3pPD 33x /xPD %q /%PD é° /33PF

Ba morfología de los materiales se observó por microscopio
electrónico de barrido de alta resolución con energía dispersiva
/S+U por su sigla en inglésPN el equipo empleado fue un modelo
Quanta °xp de ]+hF Ba fuente de electrones es de tungsteno y provee
una resolución de TFp nm a Tp ™V en todos los modos de operaciónF
+l microscopio cuenta con un sistema analítico de rayos X +[;X
modelo Qenesis ;pex °i para hacer análisis químico a nivel
superficialF

Ba identificación de las nanopartículas formadas en la reacción
de reducción se realizó en un microscopio electrónico de
transmisiónD /T+U por su sigla en inglésPD áeol 3°pp +XF ; partir de
la espectroscopía de infrarrojo /hRP se analizó la presencia o ausencia
de grupos funcionales clavesF Bos análisis fueron realizados en el
equipo ]TMhR marca Thermo]ischer Svh+kTh]hv referencia
kicole™t iS™ x con detector [TQS y divisor de haz ™VrF

Bos productos orgánicos se monitorearon por cromatografía de
capa delgada /TBvP que se llevó a cabo en silica gel /™ieselgel íp
]°xG sobre aluminioP y se visualizó utilizando luz UV de °xG nm de
longitud de ondaF ;demásD las reacciones se siguieron por
cromatografía de gases /QvP acoplado a espectrometría de masas
/USP analizadas en el cromatógrafo QvMUSMQP°p3p Ultra marca
ShimadzuF

Se utilizó una columna [VM3 para QvMUS /3H
difenildimetilpolisiloxanoD Tp mD pD°x mmD pD°x μmPF Ba
programación del horno inició en xp °v /durante ° minPD se
incrementó hasta °pp °v a °p °vjmin /durante ° minP yD finalmenteD
se llevó a Tpp °v a razón de °p °jmin /durante T minPF Se analizó 3
μB de la muestra en el inyector a °ép °v con un split x y una
velocidad de flujo pDq mBjminF von respecto a las condiciones de US
la temperatura de fuente de iones fue °%p °v y la temperatura de
interfase de Tpp °vF +l tiempo de corte de solvente fue í min y el
tiempo final del análisis fue 3%Dx minF

von el uso de cromatografía de columna se purificaron los
productos de acoplamiento Sonogashira /difenilacetileno y °M
fenilbenzofuranoPD usando silica gel ™ieselgel íp marca Uerck como
fase estacionariaF Bos compuestos fueron caracterizados por 3XMkUR
y 3TvMkURD en un espectrómetro Vruker ;vance hh Gpp UXzD
utilizando v[vlTF

Síntesis de difenilacetileno
+n un balón de tres bocas de °x mB se mezclaron 33G μB de
yodobenceno /3 mmolPD 3Gp μB de fenilacetileno /3D°x mmolPD 3Gq
mg de ™Å;c /3Dx mmolP y xp mg de catalizador /BXSMZnM;cjPdp o
BXSMZnMSufjPdpP en ° mB de N,NMdimetilformamida /[U]PD bajo
atmósfera de nitrógenoF Ba mezcla de reacción se agitó a xpp rpmD
controlando la temperatura de reflujo entre 33pM33° °v durante Gx
minF Se realizó el seguimiento de la reacción con TBv y QvMUSD
luego la reacción se filtró con [U] y se realizó una extracción
líquidoMlíquido con éter etílicoMaguaF

[espuésD se realizó cromatografía de columna eluyendo con
3ppH éter de petróleoD obteniendo un sólido blanco con punto de
fusión xéMx% °vF 3XMkUR /v[vlTD Gpp UXzP9 δjppm : qDG%MqDGT /mD
GXPD qDT3MqD°T /mD íXPN 3TvMkUR /v[vlTD 3p3 UXzP9 δjppm :
3T3DíD 3°éDTD 3°éD°D 3°TDTD é%DGN US /+hD qp eVP mjz /H intensidad
relativaD ionP9 3qé /3ppD [UI]PD 3x° /°pPD 3°í /íPD é% /%PD qí /3°PF

Resultados y discusión

Análisis de los compuestos orgánicos

+n la ]igura ° se muestran los patrones de difracción de rayos X de
los materiales de partidaD ZnÅ y Zn/vXTvÅÅP° así como el material
sintetizado reportado en la literatura /21PF ;l comparar los patrones de
difracción del ZnÅ y Zn/vXTvÅÅP° con la ]igura °c /BXSMZnM;cP
se observa la formación de un nuevo material laminar producto de la
reacción entre éstosF +l pico observado para BXSMZnM;c /]igura °cP
indica un tipo de reflexión que revela la formación de un espacio
interlaminar correspondiente a 3TDé ÅF +ste espacio interlaminar es
igual al reportado por Uartínez y colaboradores /3TDé ÅP /21PF Bos
picos que aparecen correspondientes a íDé Å y GDx Å son asignados al
segundo y tercer orden de reflexión del espaciamiento interlaminarD
respectivamenteF

von el propósito de mejorar la lipolificidad de los catalizadores
heterogéneosD el material sintetizado /BXSMZnM;cP se intercambió
con laurilsulfato de sodio para aumentar el espacio interlaminar y el
área superficial /20PF +n la ]igura T se observa el patrón de difracción
que ilustra el efecto del intercambio en la estructura del materialD que
evidencia un aumento en el espacio interlaminar de 3TDé Å a °%Dé ÅF
Bo anterior se puede atribuir al fenómeno de estratificación de las
moléculas de laurilsulfato /9PD teniendo en cuenta que la literatura
reporta una longitud de °°DT Å del anión surfactante /24PF Bos picos
que aparecen a íD3 ° y %DG ° en el eje °θ dan lugar a distancias de 3GDT
Å y %DG Å respectivamente y son asignadosD a su vezD al segundo y
tercer orden de reflexión del espaciamiento interlaminarD mientras que
el pico a °D° ° genera un espacio interlaminar de GpD% Å que puede
atribuirse a una fase diferente del materialD debido a un ordenamiento
diferente del ion surfactanteF

Materiales inorgánicos
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Figura 2. Patrones de Difracción de Rayos X 1XRD0. 1a0 Óxido de zinc 1ZnO04 1b0 Acetato de zinc 1Zn1CH3COO0204 1c0 LHShZnhAc4 1d0 Aumento del patrón de 10 ° a 70 ° en 2θ de LHShZnhAc

Figura 3. Patrones de Difracción de Rayos X 1XRD0. 1a0 LHShZnhAc4 1b0 LHShZnhSuf a 24 h de reacción
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Lo anterior se puede evidenciar en la morfología del material
con las imágenes de SEM4 al observar un cambio en las láminas de la
hidroxisal0

En la Figura ° se comparan los difractogramas de /a[ LHS]Zn]
Ac4 /b[ LHS]Zn]Acy[PdClÅ]

3]4 /c[ LHS]Zn]AcyPdz4 y se observan los
cambios en el espacio interlaminar y el ordenamiento de las
estructuras sintetizadas a partir de la intensidad de las señales0 El
material precursor LHS]Zn]Ac presenta un espacio interlaminar de
ñ84q Å /j4Å ° en el eje 3θ[4 el material LHS]Zn]Acy[PdClÅ]

3] presenta
un aumento del espacio interlaminar a 334Å Å /84é °[ y finalmente en
el LHS]Zn]AcyPdz se conserva la interlámina presentando la señal de
paladio metálico alrededor de Åz °0 Aunque se muestre el mismo
espacio interlaminar después de la reducción4 posiblemente se debe a
la falta de reducción total del [PdClÅ]

3] o la presencia de
nanopartículas muy pequeñas /inferiores a 3 nm[4 como se evidencia
en las imágenes de TEM0 Al ampliar el patrón de 3z ° a °z ° /Figura
°d[ se observa una señal de paladio metálico alrededor de Åz ° lo que
indica la presencia de metal en el material /27[0 No se observa ZnO
/Figura 3a[4 lo que permite deducir que el material sintetizado no ha
sufrido descomposición laminar0

Al contrastar los tres difractogramas de la Figura Å se evidencian
los cambios en el espacio interlaminar y la intensidad de las señales
en los tres materiales sintetizados0 El material precursor LHS]Zn]Suf
presenta un espacio interlaminar a 3é4q Å /84z ° en eje 3θ[4 que luego
es intercalado con los complejos de paladio aumentando el espacio
interlaminar a 8ñ4j Å /34q °[T estos datos concuerdan con lo
reportado por Shiyong y colaboradores /20[0 Finalmente4 en la
reducción de paladio se conserva parte de la interlámina mostrando
la señal de paladio metálico en el material LHS]Zn]SufyPdz4 en el
cual se evidencia un espacio interlaminar de 3é4Å Å /84z °[4 además
del pico alrededor de Åz °4 característico del paladio metálico /20[0
Al ampliar el patrón de 3z ° a °z ° /Figura Åd[ se observa una señal
más clara de paladio y no se observan las señales características de
ZnO4 lo que permite sustentar que la estructura laminar del material
permanece sin sufrir descomposición0 El contenido estimado de
laurilsulfato de sodio en el LHS]Zn]SufyPdz fue del 34ñH4 medido
mediante el método sustancias activas al azul de metileno /23[0
Por otra parte4 en la Figura Å también se observa que la intensidad

de los difractogramas es diferente en el intercambio y reducción de
las especies4 mostrando un cambio de ordenamiento de la lámina0 En
la reducción final del material se observan los picos del precursor
con menor intensidad4 lo que permite deducir que parte del material
conserva la interlámina mientras otra sufre exfoliación o
delaminación /25, 26[0

Figura 4. Patrones de Difracción de Rayos X. °a5 LHS-Zn-Suf, °b5 LHS-Zn-Suf/[PdCl4]2-, °c5 LHS-Zn-Suf/Pd0, °d5 Aumento del patrón de 20 ° a 50 ° 2θ de LHS-Zn-Suf/Pd0
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Figura 5. Patrones de difracción de rayos X. (a) LHS-Zn-Ac, (b) LHS-Zn-Ac/[PdCl4]2-, (c) LHS-Zn-Ac/Pd0, (d) Aumento del patrón de 20 ° a 50 ° 2θ de LHS-Zn-Ac/Pd0

Al igual que el material LHSEZnESuf°Pdjv que sufrió exfoliación
como lo muestran los picos áDvC y ÅCv[ de la Figura Cv el LHSEZnE
Ac°Pdj también sufrió delaminación por cuanto se observa la misma
tendencia 3Figura ]F7 El pico agudo que se observa a ávh ° en el eje
áθ del difractograma corresponde a un espacio interlaminar de [ává
Å 3Figura ]cFv mostrando otra fase cristalográfica que puede
atribuirse al reordenamiento de los iones acetatos y posiblemente a
un contenido remanente de [PdClC]

áE sin reducir7
La Figura í muestra la morfología del material precursor 3LHSE

ZnEAcF y el material intercambiado con laurilsulfato 3LHSEZnESufF7
Las microfotografías de ambos materiales evidencian la formación
de láminas u hojuelas que se van modificando cuando se les inserta
otras especies7

A partir de SEMEEDSv se realizó un análisis semicuantitativo de
la composición porcentual de LHSEZnEAc y LHSEZnESuf7 Los
resultados evidencian que se incorpora azufre al material laminarv el
cual proviene del laurilsulfato de sodio intercambiado con acetato
3Tabla ÅF7

La morfología de los materiales sintetizados con acetato y
surfactante sufre modificaciones durante el intercambio con el
complejo aniónico de paladio y su posterior reducción a paladio
metálicov que se ven reflejadas en las imágenes de las Figuras h y M7
Es evidente que la morfología de los materiales pierde uniformidad
en el procesov lo cual es coherente con las diferencias de intensidad
observadas en los difractogramas 3Figuras C y ]F7 Por su partev la
composición porcentual de los elementos en áreas específicas
delimitadas de los materiales también se puede obtener
cualitativamente a partir del análisis por SEMEEDS7 Los resultados
para LHSEZnEAc°[PdClC]

áE y LHSEZnEAc°Pdj se muestran en la Tabla
Åv lo mismo que para LHSEZnESuf°[PdClC]

áE y LHSEZnESuf°Pdj7 En
ambos casosv los cambios de composición de un material con
respecto a otrov en la respectiva secuencia sintéticav se deben a que la
reducción del paladio libera aniones cloruro que quedan
estabilizando las láminas de la hidroxisal 329F7 Por su partev el
aumento del Pd se debe posiblemente a la aglomeración de las
nanopartículas de paladio en determinadas áreas de los materiales
donde se focalizó el análisis7
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Figura 6. Imágenes de SEM para: 1a0 el material precursor LHSCZnCAc y 1b0 LHSCZnCSuf

Material LHS-Zn-
Ac
9o8

LHS-Zn-
Ac/[PdCl4]

2-

9o8

LHS-Zn-
Ac/Pd0

9o8

LHS-
Zn-Suf
9o8

LHS-Zn-
Suf/[PdCl4]

2-

9o8

LHS-Zn-
Suf/Pd0

9o8
Elemento

C 7,1 3,9 3,1 24,6 18,9 5,7

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

S 8,7 7,5 3,3

Zn 66,4 74,4 61,8 48,3 50,9 44,4

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

Pd 2,8 15,8 4,0 31,1

Tabla 1. Porcentajes de los elementos que conforman las hidroxisales estimados por la técnica de SEMCEDS

Figura 7. Imágenes de SEM a 41000 x de hidroxisales con acetato a0 LHSCZnCAc[ b0 LHSCZnCAc2[PdCl4]2C y c0 LHSCZnCAc2Pd0



Nanopartículas de paladio soportadas en hidroxisales laminares: uso potencial en reacciones de Sonogashira

59Rev. Colomb. Quim. 2017ú 46 éITú Sh9ZSá

Figura 8. Imágenes de SEM a 41000 x de hidroxisales con surfactante az LHS-Zn-Suf, bz LHS-Zn-Suf/[PdCl4]2- y cz LHS-Zn-Suf/Pd0

La formación de nanopartículas de paladio soportadas en los
materiales laminares en la reducción de los precursores que
contienen [PdClH]

I9 bajo reflujo en etanolú observadas en los
difractogramas éFiguras Hc y ScTú se puede confirmar mediante la
técnica de microscopía electrónica de transmisiónú éTEM según su
sigla en inglésTú Figuras 3a y 3cá Las respectivas imágenes muestran
las fotografías de las nanopartículas de paladio metálico con un
tamaño menor de h0 nmú un valor similar al reportado en la literatura
é30Tá Probablemente este tamaño también se deba a la aglomeración
de muchas nanopartículas de paladio en algunas áreasú dado que
adicionalmente se observan partículas mucho más pequeñas en otras
áreasá

Los espectros infrarrojos con transformada de Fourier éFT9IRT de
los materiales éaT LHS9Zn9Ac ébT LHS9Zn9Acñ[PdClH]

I9 y écT LHS9
Zn9AcñPd0 se muestran en la Figura h0ú y los datos de cada señal se
presentan en la Tabla Iá Además de las señales esperadas para enlace
C9H é29, 31Tú se observa una banda ancha e intensa en la región de
RZ009R000 cm9hú asignada a los modos vibracionales del grupo
hidroxilo éOHT en el material inorgánico y de las moléculas de agua
é31Tá Particularmenteú en el espectro FT9IR del precursor LHS9Zn9Ac
se observan tres bandas de absorción a RR3Zú RH/I y RSAR cm9há
Mediante espectroscopia Ramanú estas señales se han atribuido a los
grupos OH de las láminas inorgánicas de las posiciones octaédricas o
tetraédricas de la hidroxisal é29Tá

Figura 9. Imágenes de TEM de los materiales sintetizados az LHS-Zn-Ac/Pd0, bz aumento en el área marcada de Taz, cz LHS-Zn-Suf/Pd0 y dz aumento en el área marcada de Tcz
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Miswick y colaboradores D31á reportan que la naturaleza y grado
de interacción del ion acetato con la matriz catiónica puede ser
inferida de la diferencia de energía DΔυá de las vibraciones de tensión
asimétricas y simétricas del ion carboxilato como se muestra en la
Tabla SE De acuerdo al DΔυá calculado en los tres materiales0 es
posible afirmar que el modo de coordinación del ion carboxilato al
átomo de zinc es unidentado D31, 32, 34áE

Igualmente0 en relación con lo reportado en la literatura D32, 33á0
se observan claramente en todos los materiales las señales
correspondientes a la vibración asimétrica y simétrica del grupo
carbonilo DLA/9 cm4L y LZS94LSA9 cm4L respectivamenteáE En el
presente trabajo se observa una señal a LSCZ cm4L para el LHS4Zn4
7c0 pero de LSC9 cm4L para el material intercambiado y reducido
DLHS4Zn47cj[PdUlZ]

H40 LHS4Zn47cjPd9áE

Figura 10. Espectros FTxIR de los materiales sintetizados 1ag LHSxZnxAc 1bg LHSxZnxAcO[PdCl4]2xh 1cg LHSxZnxAcOPd0

Grupos
funcionales

LHS4Zn4
7c
Dcm4Lá

LHS4Zn4
7cj[PdUlZ]

H4

Dcm4Lá

LHS4Zn4
7cjPd9

Dcm4Lá

OH S/994
S999

S/994S999 S/994
S999

υasUHS HCPZ 4 4

υsUHS HCS/ 4 4

υasUOO
4 LAAL LA/9 LA/9

UOO4 LSCZ LSC9 LSC9

UHS LSS[ LSSC LSSP

MO 4 APL 4

ZnOH Z[Z Z[H Z[H

ZnO ZH9 ZLP ZLC

Tabla 2. Números de onda 1cmx1g asignados a las bandas de vibración de las hidroxisales con
acetato

Material υ
asimétrica
Dcm4Lá

υ
simétrica
Dcm4Lá

Δυ
Dcm4Lá

Modo de
coordinación

LHS4Zn47c LAAH LSCA LA[ Unidentado
LHS4Zn4
7cj[PdUlZ]H4

LAAC LSC9 L/C Unidentado

LHS4Zn4
7cjPd9

LA/9 LSC9 L[9 Unidentado

Tabla 3. Números de onda asignados a las bandas de vibración del grupo COOx

Las vibraciones características del ion acetato disminuyen en el
material LHS4Zn47cj[PdUlZ]

H40 por la inserción del ion [PdUlZ]
H4 en

el espacio interlaminar0 que se confirma por la aparición de una
banda a APL cm4L0 atribuible a una vibración tipo metal4oxígeno
como lo reporta la literatura D35áE En el material reducido LHS4Zn4
7cjPd9 la última vibración no se observa en el espectro FT4IR
DFigura L9cá posiblemente porque el paladio ya no se encuentra
coordinadoE
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Por su parte: en los materiales con surfactante LHS3Zn3Suf:
LHS3Zn3Suf9[PdAlb]

E3: LHSZn3Suf9Pd8: las señales FT3IR RFigura
yyg son las mismas con respecto a los materiales análogos con
acetato RFigura y8g: excepto por las siguientes señalesh vObé cm3y:
EqE8 cm3y: E=ó8 cm3y y yyE8 cm3y7 Estas señales corresponden a
vibraciones de tensión del OH del agua R37g: vibración asimétrica y
simétrica del grupo AHE y a la vibración de enlaces SzO:
respectivamente: que se originan por la presencia de moléculas de
surfactante RTabla bg7 Igual que en los materiales con acetato se
observa la misma tendencia a exhibir la señal a ó=y cm3y que
evidencia la inserción del ion [PdAlb]

E3: pero en estos materiales la
señal no desapareció del todo después de la reacción de reducción:
sugiriendo que no se llevó a cabo una reducción completa de paladio7
Una relación más detallada y comparativa de las diferentes señales
exhibidas por todos los materiales estudiados y su respectiva
asignación se presenta en la Tabla b7 Estos valores son muy similares
a los reportados por Menezes al utilizar laurilsulfato y mostrar una
señal a yEEE cm3y R38, 39g7 Las señales por debajo de q88 cm3y son
vibraciones de la estructura laminar que involucran el catión
metálico como vibraciones Zn3O y Zn3OH R36g7

Figura 11. Espectros FThIR de los materiales úa1 LHShZnhAcó úb1 LHShZnhSufó úc1 LHSZnhSuf/[PdCl4]2hó úd1 LHShZnhSuf/Pd0

Grupos
funcionales

LHS3
Zn3;c
Rcm3yg

LHS3
Zn3Suf
Rcm3yg

LHS3Zn3
Suf9[PdAlb]E3

Rcm3yg

LHS3Zn3
Suf9Pd8

Rcm3yg
OH vO883

v888
vOó83
v888

vOó83v888 vOó83v888

υasAHv Eq=b Eqóó EqóO EqóO

υsAHv EqvO 3 3 3

υasAHE 3 Eqyé Eqy= EqE8

υsAHE 3 E=bq E=ó8 E=óy

υasAOO3 yóóy 3 3 yóO8

υsAOO3 yvqb 3 3 yvqó

AHv yvvé 3 3 yvv=

AHE 3 ybO= ybOé 3

SzO 3 yEEE yEEy yEyé

MO 3 3 ó=v ó=b

ZnOH béb béb bOv béy

ZnO bE8 by= bEq bE8

Tabla 4. Números de onda úcmh11 asignados a las bandas de vibración de las hidroxisales con
surfactante

Gespués de caracterizar los materiales inorgánicos: se comparó la
reactividad de cada uno de estos en la reacción de acoplamiento
Sonogashira entre un haluro de arilo y un acetileno terminal7 Primero
se experimentó con la reacción de Sonogashira clásica entre
yodobenceno y fenilacetileno de acuerdo a lo reportado en la
literatura R39g7 Luego a partir de estas condiciones se sintetizó E3
fenilbenzofurano7

Reacción de Sonogashira Síntesis de difenilacetileno
La Figura yE muestra la síntesis de difenilacetileno utilizando los dos
catalizadoresU ambas reacciones conducen al mismo producto cuando
se realiza con y sin AuI7

La Tabla ó muestra los resultados obtenidos al realizar la síntesis
de difenilacetileno con y sin AuI utilizando como base KO;c y E mL
de GMF como solvente durante bó min7 ;l mismo tiempo se tomó la
precaución de utilizar atmósfera de nitrógeno y una menor cantidad
de fenilacetileno con el fin de evitar el producto de
homoacoplamiento en la reacción7



Giraldo-Londoño, C. C.; Ocampo-Cardona, R.; Ríos-Vásquez, L. A.; Martínez-Garzón, M. M.; Aguirre-Cortés, J. M.

Rev. Colomb. Quim. 2017g 46 7h8g EA3ñEx62

La Tabla ñ muestra los resultados obtenidos al realizar la reacción
con y sin co3catalizador CuIx Se observa que la diferencia entre los
catalizadores cuando se realiza con CuI es solo del A4g mientras que
sin éste la diferencia fue del 04x Los rendimientos en la síntesis de
h3fenilbenzofurano están alrededor de AH3AZ4 cuando se emplea
CuIg mientras sin utilizar co3catalizador los rendimientos se
encuentran entre el AA3AE4 mostrando mayores rendimientos en
ambos casos con el catalizador de acetatox Por otra parte es
importante notar que el incremento de los rendimientos cuando se
utiliza CuI es poco significativo 7h y j48 frente a las complicaciones
de la reacción cuando se utiliza CuI como cocatalizadorx
Cada uno de los experimentos se siguió por TLC y GC3MS

mostrando la presencia de h3yodofenol en el crudo de reacciónx
Olgunos autores plantean que al aumentar la sustitución del anillo
aromático con grupos electrodonadores como el caso de h3yodofenolg
la reactividad del acoplamiento Sonogashira disminuye 7408g lo cual
justifica la presencia de h3yodofenol cuando se consume el exceso de
fenilacetilenog explicando los bajos rendimientos obtenidos hasta el
momentox

Los rendimientos obtenidos en la síntesis del difenilacetileno se
encuentran alrededor de jh3jM4 cuando se realizan con CuI como
co3catalizadorx Sin co3catalizadorg los rendimientos son del jM3hZ4
disminuyendo h4x Estos rendimientos fueron medidos por pesaje
directo del producto aislado y purificado por cromatografía de
columnax En generalg siempre se observó una pequeña diferencia en
los rendimientos de las reacciones de acoplamiento C3C catalizadas
por LHS3Zn3OcGPdM y LHS3Zn3SufGPdMg siendo un poco superiores
con el primer materialx Dado que el ambiente interlaminar en el
material modificado con surfactante es altamente lipofílicog se
afectan levemente las interacciones con los sustratos de polaridad
intermedia o alta 7yodobenceno y yodofenol8 lo que
presumiblemente podría explicar la reactividad ligeramente menor
con el uso de LHS3Suf3PdMx

Síntesis de 2-fenilbenzofurano
Varios autores han reportado la reacción de Sonogashira libre de CuI
como cocatalizador 7398x Con el fin de establecer las mejores
condiciones de reaccióng se realizó una comparación en la síntesis de
h3fenilbenzofurano a partir de h3yodofenol y fenilacetileno 7Figura
Aj8g donde se establecieron las mismas condiciones para todos los
experimentos como lo muestra la Tabla ñV las síntesis de h3
fenilbenzofurano se llevaron a cabo sin co3catalizadorx

Figura 12. Síntesis de difenilacetileno con y sin CuI LHS-Zn-Ac/Pd0 y LHS-Zn-Suf/Pd0

Experimento Reactivo
A 7mmol8 A 7mmol8

Reactivo h
7mmol8

Base
KOOc
7mmol8

Catalizador Co3catalizador
7mg8

A
AgM AgA AgE

LHS3Zn3OcGPd
EA

CuI
Añgj jh

h
AgM AgA AgE

LHS3Zn3SufGPd
EM

CuI
Añgñ jM

j
AgM AgA AgE

LHS3Zn3OcGPd
EA jM

0
AgM AgA AgE

LHS3Zn3SufGPd
EM hZ

Tabla 5. Rendimientos en la síntesis de difenilacetileno

Figura 13. Síntesis de 2-fenilbenzofurano con y sin CuI (LHS-Zn-Ac/Pd0 y LHS-Zn-Suf/Pd
0)

7mg8
4 Rendimiento
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Tabla 6. Rendimientos en la síntesis de 2-fenilbenzofurano

Oinalmente es importante volver a mencionar que una estimación
cualitativa del contenido de paladio metálico contenido en las
hidroxisales –BSgZng7cbPdz y –BSgZngSufbPdz se deriva de los
resultados del estudio por SGK3 que muestra contenidos aproximados
del é:P de paladio reducido en –BSgZng7cbPdz y CéP en –BSgZng
SufbPdz3 datos tomados en los puntos de mayor aglomeración de
partículas metálicasí Sin embargo3 estos resultados son solo una guía
preliminar3 entre otras razones porque los materiales son de
naturaleza heterogénea y la metodología del análisis SGK permite
censar regiones a criterio del analistaí Gn esta circunstancia3 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 catalíticaí

Gn ausencia de Uuk3 los rendimientos fueron menores fCzP de
difenilacetileno y é8P jgfenilbenzofurano con –BSgZng7cbPd z y
jXP y ééP respectivamente con –BSgZngSufbPdzEí

Gxperimento Reactivo
é fmmolE

Reactivo j
fmmolE

Vase
wO7c
fmmolE

Uatalizador Uogcatalizador
fmgE

é
é3z é3j8 é38

–BSgZng7cbPd
8z38

Uuk
é:38

éX

j
é3z é3j8 é38

–BSgZngSufbPd
8é3é

Uuk
é:3C

éT

C
é3z é3j8 é38

–BSgZng7cbPd
8z38

é8

I
é3z é3j8 é38

–BSgZngSufbPd
8é3é

éé

Conclusiones
Se logró la síntesis de dos nuevos materiales con nanopartículas de
paladio aglomeradas y soportadas en las láminasD –BSgZng7cbPdz y
–BSgZngSufbPdz lo cual se verificó por TGKí Gl análisis por XRJ de
ambos materiales evidenció las estructuras laminares de acuerdo a los
planos de difracción y modificaciones en el espacio interlaminarí 7sí3
el material –BSgZng7c mostró una distancia interlaminar de éC3X Åí
Uuando se realizó el intercambio con el anión laurilsulfato f–BSgZng
SufE aumentó el espacio interlaminar hasta jR3X Å y3 al
intercambiarse con [PdUlI]

jg f–BSgZngSufb[PdUlI]
jgE3 aumentó a Cé3I

Åí Oinalmente3 una vez se redujo este material y se preparó –BSgZng
SufbPdz se observó una interlámina con una distancia de jR3I Åí

Uon respecto al intercambio del –BSgZng7c con [PdUlI]
jg f–BSg

Zng7cb[PdUlI]
jgE3 se evidenció un cambio en el espacio interlaminar

de éC3X Å a jj3I Å3 el cual se mantuvo al hacer la reducción f–BSg
Zng7cbPdzEí –o anterior se debe posiblemente a la falta de reducción
total del [PdUlI]

jg o la presencia de nanopartículas con un tamaño
inferior a j nm en la interláminaí

7dicionalmente3 mediante la técnica de SGK se mostró la
morfología laminar de cada uno de los materialesí 7demás3 se
observaron leves cambios como la exfoliación o delaminación de los
dos materiales reducidos usando etanol en reflujoí Uada uno de los
materiales laminares sintetizados mostró actividad catalítica en la
síntesis de difenilacetileno y jgfenilbenzofuranoí

Uuando se utilizó –BSgZng7cbPdz y Uuk fcomo cogcatalizadorE se
obtuvieron rendimientos del CjP de difenilacetileno y éXP de jg
fenilbenzofurano3 mientras que con –BSgZngSufbPdz y Uuk los
rendimientos obtenidos fueron del CzP y éTP respectivamenteí
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8bramsz +A ‘A kfficiency enhancement in dyeésensitized solar
cells through light manipulationA PhA’A ’issertation [”nline]z
The Pennsylvania State Universityz University Parkz P8z
’ecember CííOA httpBññetdaAlibrariesApsuAeduñthesesñapprovedñ
WorldWideVndexñkT’éEíwEñindexAhtml Dconsultado el C de
abril de CíE/qA

•

•

Tesis doctoral po similarT

•

Sitios web

Penn State ’epartment of ThemistryA httpBññ
wwwAchemApsuAeduñ Dconsultado el H de junio de CíE/qA

‘allet Themistry Fibraryz University of Texas FibrariesA
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los datosA Fas fotosz diagramasz mapas y gráficas se clasifican como
figurasA kvite redundancia entre tablasz figuras y textoA

8demás de relacionar las figuras y las tablas en el cuerpo del artículoz
estas deben adjuntarse con sus respectivas leyendas individualmente
en formato ATVGG de excelente calidadz con una resolución mínima de
Iíí dpiA Se debe utilizar escala de grises o tramas siempre que sea
posibleA ’eben usarse colores cuando sea estrictamente necesarioA
Giguras que hayan sido creadas en kxcel o Word deben ser enviadas
en esos programasA

Tablas y figuras

•

•
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La rotulación de cada tabla debe ir a la cabeza de la mismaá mientras
que en las figuras debe presentarse al pie0 Evite figuras pequeñas
aisladas: agrupe figuras con información relacionada en figuras
compuestas rotuladas con letras hFigura Caá Figura Pbá etc0j0 Si un
artículo contiene tablas o figuras reproducidas hasí sean del mismo
autorjá es obligación declarar el origen y presentar permiso para
utilizarlas0

•

Manuscrito aceptado para publicación

Si el editor le ha notificado que su manuscrito podría ser aceptado
para publicación en caso de tener en cuenta las modificaciones
sugeridas por los revisoresá envíe la nueva versión del artículo
acompañada de una carta donde detalle cada uno de los comentarios
de los revisoresá y justifique en caso de que no tenga en cuenta alguna
de las sugerencias0 Trabaje la nueva versión del artículo con control
de cambios o resalte los cambios en esta nueva versióná para que el
editor pueda identificarlos con facilidad0

La nueva versión del documento en donde se trabaje con control
de cambios o se resalten las modificaciones trabajadas0
Una carta en la que se detallen cada uno de los comentarios de los
revisoresá justificando aquellos casos en los que no se siguió una
determinada indicación o sugerencia0
Las imágenes que se hayan modificado en virtud de los
comentarios de los revisores y las necesidades de la nueva
versión0 Las imágenes deben estar en formato 0TIFF con una
resolución mayor a P$$ dpi0

•

•

•

Costo de la publicación

La publicación de un artículoá con una extensión no mayor a P
páginas de la revistaá tendrá un costo de 1P$0$$$ pesos colombianos0
Las páginas adicionales tendrán un costo de 1é$0$$$ pesos
colombianos cada una0

Una vez haya finalizado el proceso de revisión por paresá el Editor
enviará un correo electrónico alhosj autorhesj del manuscrito
manifestando la decisión del Comité Editorial0 Si el manuscrito ha
sido aceptado para publicacióná se adjuntarán al correo las
sugerenciasá indicaciones y comentarios que cada evaluador efectuó
sobre los aspectos de fondo y de forma del artículo0 Para continuar
con el proceso de publicación elhlosj autorhesj deben enviar los
siguientes archivos al correo de la revista
hrcolquim_fcbog@unal0edu0coj:
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Guide for authors Revista
Colombiana
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General submission requirements

Format

Manuscripts sent to the Revista ãolombiana de Química
'ãolombian Journal of ãhemistryO for possible publication must be
original 'not submitted at the same time to any other printed or digital
journalOq óuthors are responsible for the opinions and ideas stated in
the manuscriptq The accuracy of the information in the manuscripts/
including figures and tables/ is the complete responsibility of the
author or the authorsq The manuscripts will be received ONLY
through the Journalws Open Journal System 'OJSO platform 'httpHEE
wwwqrevistasqunalqeduqcoEindexqphpErcolquimOq The authors are
recommended to publish articles in Dnglish/ as this contributes to the
international viewing and citation of the article and the Journalq

1q The author must be registered in the website/ otherwise it should
register according to the necessary stepsq çefore 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 submissionOq

2q ó 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 ãolombia 'National University of
ãolombiaO/ including all its branches/ with Their respective contact
detailsq This cover letter must be signed by all authors 'See format
letter authorship inH httpHEEwwwqrevistasqunalqeduqcoEindexqphpE
rcolquimEarticleEdownloadSupp*ileEPBPUFEUB89POq

3q The version of the online document should not include any data of
authorship or institutional affiliation/ in order to guarantee an
anonymous peer reviewq 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 fileOq

4q çoth figures and tables should appear in the document in the
appropriate order to facilitate the review processq áowever/ since
Word lowers the resolution of the images/ it is necessary to also
attach them in a separate file/ in T@** or JPDº format to the size at
which they will be output/ with NBB dpi resolutionq @f the graphics
correspond to files worked in Dxcel or Word should be sent in such
programs/ but open/ not as an image so that they can be editedq

The document must be presented in Word file qdoc or qdocx/ letter
size/ line spacing UqB/ with upper and lower margins of Uq1 cm and
NqB cm on the sides/ with Times New Roman PU/ numbered pages
*rom start to finishq The titlesH Resumen/ Abstract/ Resumo/
Introduction/ Materials and methods/ Results and discussion/
Conclusions/ Acknowledgments 'optionalO and References should
be usedq

Language

Manuscripts are accepted in Spanish or Dnglishq áowever/ the title/
abstract and keywords should always be presented in all three
languages 'Spanish/ Dnglish and PortugueseOq ós a strategy to
increase the diffusion and visibility of the results it is suggested to
present the manuscripts in Dnglishq

Main Page
Title

The title must be lowercase/ unless the upper case is mandatoryq @t
should be concise but informative and should not exceed PUB
characters including spacesq @t should always appear in Spanish/
Dnglish and Portugueseq *or exampleH

Oxidación catalítica de tolueno y Uxpropanol sobre óxidos mixtos
de Mn y ão obtenidos por coprecipitaciónq

ãatalytic oxidation of toluene and Uxpropanol over Mn and ão
mixed oxides obtained by coprecipitation methodq

ó oxidação catalítica de tolueno e Uxpropanol em óxidos mistos
de Mn e de ão/ obtidos por coprecipitaçãoq

•

•

•

Author(s) and filiation

*ull namesq

Last professional titleq

@nstitution of workq

ãountry and city of residenceq

Dmail 'from each authorOq

•

•

•

•

•

@n the filiation data/ the categorical order must be keptH Laboratory/
institute/ university/ city/ state/ country/ exmailq Dach filiation must be
listed with superscript numbers and referenced to each authorq The
correspondence author must be denoted with an asteriskq *or
exampleH

Mauricio ócelasP/ Dlizabeth ºilU/ Markus LoerrN/ Martha LazaN/ Juan
Manuel UrbinaPS

PLaboratory of Organic and çiomolecular ãhemistry x LQOçio/
*aculty of Sciences/ @ndustrial University of Santander/ ãiudad
Universitaria/ óó 049/ çucaramanga/ ãolombiaq

U*aculty of Sciences/ Pontificia Universidad Javeriana/ ãarrera 4 Nº
FNx9U/ çogotá Lqãq/ ãolombiaq

Nºroup of Theoretical çiochemistry x ºçQT/ *aculty of Sciences/
@ndustrial University of Santander/ ãiudad Universitaria/ óó 049/
çucaramanga/ ãolombiaq

Sóuthor for correspondenceH jurbina5uisqeduqco
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Article body

All text should be justified zaligned left and rightS1 with pages
numbered continuously5 All primary and secondary titles and subtitles
must be justified to the left5 For the titles zAbstract1 Keywords1
Abstract1 Keyword1 Abstract1 Keywords1 Introduction1 Materials and
methods1 Results and discussion1 Acknowledgments1 Conclusions
and ReferencesS the first letter is capitalized and the others must be
lowercase and bold5 Primary subtitles sustained lowercase and italics5
Secondary subtitles sustained and bold lowercase5

Statistical terms1 abbreviations and symbols should always be
defined the first time they are used in the article5 For units of
measurement the international metric system must be used5 When not
followed by units1 integers up to ten are written with the word zone1
two1 tenS and greater than ten with numbers z%%1 %E1 %8ES5 When
numbers are used1 they must be followed by their units and a space
between them z%88 m1 P8 mLS5 If it is a percentage do not leave space
between the number and the unit zN8RS5 In manuscripts written in
Spanish the decimal numbers will be separated by commas z1S and in
English by period z5S5 Cite each figure and table in the text according
to the order of appearance and in the following format/ Figure % or
Figures % and E or Figures %A0%F or Table %5

Abstract

Summary of maximum E88 words5 It is suggested to introduce an
introductory phrase5 The purposes of the research1 the relevant results
zproviding specific data and1 if possible1 their statistical significanceS
should be mentioned1 and the main conclusions not including
bibliographical citations5 Emphasis should be placed on the new and
important aspects of the study5 A descriptive summary should be
avoided zwhere no data are presentedS1 instead1 an analytical
summary should be presented zthe one in which the relevant data
obtained in the research are presentedS5 It should always appear in
Spanish1 English and Portuguese5

Keywords

: to O keywords should be listed5 Words already used in the title of
the manuscript should not be used5 They should always appear in
Spanish1 English and Portuguese5

Introduction

The grounds for the completion of the work must be presented5 Only
strictly relevant references are given and data or conclusions of the
work being published should not be included5 At the end of the
introduction1 the objective of the work must be presented5

Materials and methods

In a subsection should be listed the reagents used1 the brand and the
country5 Subtitles should be used in the procedures used5 The
procedures should be detailed enough to allow other professionals to
replicate the research5 The equipment used should be included1
including the name of the manufacturer and country1 as well as the
references of the methodology and statistical methods5 New or
substantially modified methods should be described1 supporting the
reasons for using them and assessing their limitations5

Authors submitting review articles should describe the methods
used to locate1 select1 extract and synthesize information5 Whenever
statistical testing is done1 a subheading KStatistical analysisK should
be used for its description5

Results and Discussion

The results must be presented in a logical order and consistent with
the order of the methods5 The results that contribute to the generation
of new knowledge should be highlighted5 The information contained
in tables should not be repeated in figures and vice versa5

The discussion should highlight the new and relevant aspects of
the study1 and avoid repeating information already provided in the
Introduction section5 It is recommended to evaluate possible
relationships between the results obtained1 to judge the results in
relation to those obtained by other authors1 and to propose hypotheses
that explain the data obtained5

Conclusions

A paragraph should appear with the conclusions1 linked to the
objectives of the study1 avoiding to list them or to present them as
single sentences5 Assertions must be made fully supported by the
data5

Acknowledgments

The sources of funding of the research projects andLor supports
received for the study zscholarships1 equipment1 reagents1 among
othersS should be mentioned5 Individuals who have lent their
intellectual support to the work1 but whose contributions do not
justify the authorship1 can be named1 describing the contribution
made1 eg Ktechnical supportK1 Kcritical review of the writingK1
Kcollection of samplesK5

References

The format is based on the American Chemical Society zACSS style
guide5

References in text/ All quotations that appear in the text must
match those presented in the References section1 and vice versa5
Citations should be made with italic numbers in parentheses in the
text line and within the punctuation mark5 For example/

0The extraction conditions are reported in other studies z1S5

•
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+f there are multiple quotes they are separated by commas DSP with
spaces between numbers8 +f they are consecutive citationsS they are
separated with hyphens DjP/ ]or example4

j The results obtained were similar to those reported by other authors
D8L W6:I(P/

Litations should be written with natural numbers according to their
order of appearance/ +f within the wording of the text should mention
the authorS then the citation should be4

&n author4 Vuque DWP
Two authors4 Vuque and Palomeque DIP
More than two authors4 Vuque et al/ D4P

•
•
•

Formato de referencias4 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/ &uthors are
separated by semicolons/ Then the title is written/ The abbreviated
name of the journal in italicsS according to the Lhemical &bstracts
Service Source +ndex DL&SS+S http4OOcassi/cas/orgOsearch/jspP/ The
year is written in boldS the volume in italics and the pages Dseparated
by dashP/ SimilarlyS if the article has VO+ it is necessary to include it
at the end of the reference Dwww/crossref/orgP/

Books and other monographs

•

Up to six authors4 all authors included/

Va SilvaS R/8 NissimS +/8 WrosnanS M/8 WrosnanS ”/ Lreatine
synthesis4 ‘epatic metabolism of guanidinoacetate and
creatine in the rat in vitro and in vivo/ Amz Jz Physiolz
Endocrinolz Metabz 2009S W96S NH5jN5R/ VO+4 http4OO
dx/doi/orgORU/RRHNOajpendo/9UHJ1/NUU0/

More than six authors4 include up to the first six authors and
then write et al/

•

•

Wooks without editors
j StoutS ”/8 &ntonioS ”/8 KalmanS V/ Essentials of creatine in
sports and health/ ‘umana Press +nc/4 TotowaS N”S NUU08 pp
BUjJU/ VO+4 http4OOdx/doi/orgORU/RUU1O910jRjH91JHjH1BjN/

jWudavariS S/8 O’NeilS M/ ”/8 SmithS &/8 ‘eckelmanS P/ [/8
ObenchainS ”/ R/S ”r/8 íallipeauS ”/ &/ R/8 V’&receaS M/ &/ The
merck indexL an encyclopedia of chemicalsL drugsL and
biologicalsS RBth ed/ Merck g Lo/S +nc/4 Whitehouse StationS
N”S NUUR8 pp R150jR159/

Wooks with editors
jRoweS R/ L/8 SheskeyS P/ ”/8 OwenS S/ L/ Deds/P/ Handbook of
pharmaceutical excipientsS Hth ed/ Pharmaceutical Press and
&merican Pharmacists &ssociation4 írayslakeS +LS NUU58 pp
190j199/

•

•

Lhapter in edited book
McWrienS M/ Selecting the Lorrect p‘ Value for ‘PLL/ +n
HPLC made to measure: A practical handbook for
optimization8 KromidasS S/S [d/8 WileyjVL‘4 WeinheimS
íermanyS NUU58 pp 09jRUB/

Printed
KingS K/ ”/ Vevelopment of a pressurized system for oxidation
studies of volatile fluids/ M/S/ ThesisS The Pennsylvania State
UniversityS State LollegeS P&S Marzo R90B/

[lectronic
&bramsS N/ M/ [fficiency enhancement in dyejsensitized solar
cells through light manipulation/ Ph/V/ Vissertation [Online]S
The Pennsylvania State UniversityS University ParkS P&S
Vecember NUUH/ http4OOetda/libraries/psu/eduOthesesOapprovedO
WorldWide+ndexO[TVjRU5ROindex/html Dconsultado el N de
abril de NURJP/

•

•

PhD thesis for similarT

•

Websites

Penn State Vepartment of Lhemistry/ http4OO
www/chem/psu/eduO Dconsultado el 1 de junio de NURJP/

Mallet Lhemistry LibraryS University of Texas Libraries/
ThermoVex home page4 &n index of selected thermodynamic
and physical property resources/ http4OOwww/lib/utexas/eduO
thermodexO Dconsultado el R9 de marzo de NURJP/

In press

MartínezS ]/8 ”ouybanS &/8 &creeS W/ [/S ”r/ Lomments on
‘‘Solubility and thermodynamic function of a new anticancer
drug ibrutinib in NjDNjethoxyethoxyPethanol z water mixtures
at different temperatures”/ Jz Chemz Thermodyn/ 2015/ +n
press/ VO+4 http4OOdx/doi/orgORU/RUR5Oj/jct/NURH/RR/UBR

The tables should be in the body of the articleS in the corresponding
order of appearance/ Woth tables and figures must be selfjcontained
Dto be interpreted without having to resort to the body of the articleP/
+n the legend of the figureS or in the title or foot of the tableS the keysS
abbreviations and other explanations must be described/ +t is
recommended to provide standard deviations and other statistical
information relevant to the data in addition to the averages/ PhotosS
diagramsS maps and graphs are classified as figures/ &void
redundancy between tablesS figures and text/

+n addition to relating the figures and tables in the body of the articleS
they should be attached with their respective legends individually in
excellent quality /T+]] formatS with a minimum resolution of BUU
dpi/ írayscale or weft should be used whenever possible/ Lolor
should be used when strictly necessary/ ]igures that have been
created in [xcel or Word must be sent in those programs/

Tables ang figures

•

•
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The labeling of each table should go above itE while in the figures
must be presented at the bottomJ Avoid Isolated Small Figures: Group
figures with related information into compound letters labeled letters
'Figure @aE Figure xbE etcJjJ If an article contains tables or figures
reproduced 'if they are from the same authorjE it is obligatory to
declare the origin and to present permission to use themJ

•

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 reviewersE send the new version of the article accompanied by
a letter detailing each of the reviewersk commentsE and justify In case
you do not consider any of the suggestionsJ Work on the new version
of the article with change control or highlight the changes in this new
versionE so that the editor can easily identify themJ

Once the peer review process has been completedE the editor will
send an email to the author'sj of the manuscript stating the decision
of the Editorial CommitteeJ If the manuscript has been accepted for
publicationE the suggestionsE indications and comments that each
evaluator made on the substance and form aspects of the article will
be attached to the mailJ To continue with the publication processE the
author'sj should send the following files to the Journalks eCmail
'rcolquim_fcbog@unalJeduJcoj:

The new version of the document where you work with change
control or highlight the modifications workedJ
A letter detailing each of the reviewersk commentsE justifying
those cases in which a particular indication or suggestion was not
followedJ
Images that have been modified under the reviewersk comments
and needs of the new versionJ Images must be in JTIFF format
with a resolution greater than x__ dpiJ

•

•

•

Cost of publication

The publication of an articleE with an extension not exceeding x
printed pages of the journalE will cost Gx_E___ Colombian pesosJ The
additional pages will cost G0_E___ Colombian pesos eachJ




