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Carta del editor

Editor’s letter (RYCHQ) S

El tercer numero del volumen 46 del aflo 2017 de la Revista
Colombiana de Quimica cuenta con la participacion de distintos
autores nacionales e internacionales. Las contribuciones provienen de
autores de Perd, Reino Unido, Argentina, México y Finlandia;
Bogota, Cucuta y Barranquilla (Colombia). A continuacion se
presenta el contenido del nimero.

La seccioén de Quimica Orgéanica y Bioquimica cuenta con cuatro
articulos. En el primero se estudié la solubilidad de la proteina
recombinante nicotinamida/nicotinato mononucledtido
adeniltransferasa de Plasmodium falciparum producida en distintos
vectores de E. coli. Se encontrd que agregar una etiqueta de proteina
de union a maltosa, permite obtener proteinas funcionales de alta
pureza. En el segundo articulo de la seccion se hace una
identificacion, por medio de cromatografia de gases, de los
compuestos presentes en extractos etanolicos de raiz de Ichthyothere
terminalis colectada en dos regiones de Colombia. Se encontrd que
hay diferencias en la composicion, segiin el lugar de procedencia de
las muestras. Asi mismo, algunos de los compuestos encontrados
podrian tener actividad repelente.

En el tercer articulo se aislo acido usnico del liquen Evernia
prunastri colectado en Cajamarca-Pert. Seguidamente se sintetizo su
derivado acil-hidrazona, con un rendimiento del 95%, por medio de
una condensacion con isonazida. Posteriormente se evalud la
actividad de ambos compuestos (4cido usnico y derivado) contra
diversas cepas de Mycobacterium tuberculosis. Se encontr6 que el
compuesto sin natural tiene un mayor efecto antibidtico que el
derivado. El cuarto articulo también estudia compuestos naturales
con actividad antituberculosis, en este caso, cuatro alcaloides aislados
de la Lauracea Ocotea discolor colectada en via Duitama-Charald
(Colombia). Los alcaloides se caracterizaron mediante resonancia
magnética nuclear, espectros de masas y comparacion con bases de
datos. Se encontr6 que todos los alcaloides estudiados presentaron un
rango de concentracion minima inhibitoria de 140-310 uM.

La seccién de Quimica Aplicada y Analitica cuenta con dos
articulos. En el primero de ellos se sintetizaron y caracterizaron
nanoparticulas de CuO. La sintesis se realiz6 a partir de CuSO,-5H,0
y Cu(CH;CO0O0), H,0 y la caracterizacion se hizo mediante mediante
XRD, FTIR, TEM y SEM. Seguidamente se estudi6 su actividad
antimicrobiana sobre cuatro cepas intrahospitalarias colectadas en la
Unidad de Cuidados Intensivos de un hospital de Lima. Se encontré
que la inhibicién de las cepas, medida como halos de inhibicion, fue
mayor para las nanoparticulas sintetizadas a partir de sulfato, que
para las sintetizadas a partir de acetato. Finalmente, en el Gltimo
articulo se caracterizaron cuatro carbones activados presentes en
filtros de agua comerciales para verificar que puedan purificar el agua
del rio Tumbes (Pert). Se determinaron la estructura y area
superficial de los carbones, su capacidad para adsorber metales
contaminantes (As y Pb) y asi como su capacidad antimicrobiana
contra tres bacterias fecales. Se encontré6 que los carbones son
microporosos y mesoporosos, tienen areas superficiales entre 705 y
906 m?/g, adsorben cerca del 100% de los metales estudiados y
presentan actividad antimicrobiana.

The third issue of volume 46 of the year 2017 of Revista Colombiana
de Quimica counts on the participation of different national and
international authors. The contributions come from authors from
Peru, United Kingdom, Argentina, Mexico, and Finland; Bogota,
Cucuta and Barranquilla (Colombia). The contents of the number are
shown below.

The section of Organic Chemistry and Biochemistry has four
articles. In the first one, the solubility of the recombinant
nicotinamide/nicotinate mononucleotide adenyltransferase protein
from Plasmodium falciparum produced in different E. coli vectors
was studied. It was found that adding a label of maltose binding
protein allows obtaining high purity functional proteins. In the second
article of the section, the compounds present in ethanolic extracts of
Ichthyothere terminalis collected in two regions of Colombia were
identified by means of gas chromatography. There were differences
in the composition, according to the place of origin of the samples.
Furthermore, some of the compounds found may have repellent
activity.

In the third article usnic acid from Evernia prunastri lichen
collected in Cajamarca-Peru was isolated. Its acylhydrazone
derivative was then synthesized, with 95% yield, by means of
isoniazid condensation. Subsequently, the activity of both compounds
(usnic acid and its derivative) against different strains of
Mycobacterium tuberculosis was evaluated. Usnic acid had higher
antibiotic effect than its derivative. The fourth article also studies
natural compounds with antituberculosis activity, in this case, four
alkaloids were isolated from Ocotea discolor collected in Duitama-
Charala road (Colombia). The alkaloids were characterized by
nuclear magnetic resonance, mass spectra, and comparison with
databases. All the alkaloids studied had a range of minimum
inhibitory concentration of
140-310 uM.

The section of Applied and Analytical Chemistry has two articles.
In the first one, CuO nanoparticles were synthesized and
characterized. The synthesis was made from CuSO,'5H,0 and Cu
(CH,COO0),"H,0 and the characterization was done using XRD,
FTIR, TEM, and SEM. Their antimicrobial activity was then studied
on four intrahospital strains collected in the Intensive Care Unit of a
hospital in Lima. The inhibition halos of the strains were found to be
higher for the nanoparticles synthesized from sulfate as compared to
the synthesized from acetate. Finally, in the last article, four activated
carbons present in commercial water filters were characterized, to
verify that they could purify the Tumbes River (Peru) water. The
structure and surface area of the coals, their ability to adsorb
contaminating metals (As and Pb), and their antimicrobial capacity
against three fecal bacteria were determined. It was found that the
coals were microporous and mesoporous, had surface areas between
705 and 906 m’/g, adsorbed about 100% of the metals studied and
presented antimicrobial activity.
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Diseno y produccion de
diversas proteinas fusion
de la nicotinamida/
nicotinato
mononucleotido adenilil
transferasa (NMNAT) de
Plasmodium falciparum

Design and production of
various fusion proteins of
the nicotinamide/
nicotinate
mononucleotide adenilil
transferase (NMNAT) of
Plasmodium falciparum

Desenho e producao de

varias proteinas fusao da
nicotinamida/nicotinato
mononucleotido adenilil
transferasa (NMNAT) do
Plasmodium falciparum

Resumen

Abstract

Resumo

Las proteinas recombinantes se han
convertido en herramientas utiles en la
investigacion bioquimica. Sin embargo,
durante su produccion, aparecen cuerpos de
inclusion (IB), debido, por un lado, a la alta
expresion de proteina producida a partir de
los vectores usados que poseen promotores
de alta eficiencia y, por otro lado, a
caracteristicas propias de la proteina. Ahora
bien, la nicotinamida/nicotinato
mononucledtido adenililtransferasa
(NMNAT) es una proteina central en la
biosintesis del NAD(H)+, molécula esencial
en el metabolismo celular, y ha sido
estudiada en parasitos protozoos. Para el
estudio de la NMNAT de estos parasitos se
ha recurrido a la expresion de su version
recombinante en E. coli, obteniéndose gran
cantidad de proteina como IB. Con el fin de
aumentar la solubilidad de la proteina, se
cloné la secuencia codificante de la NMNAT
de Plasmodium falciparum en diferentes
vectores de expresion, se indujo la expresion
de la proteina recombinante en E. coli BL21
(DE3) y se analizo la solubilidad. La proteina
fusién con mayor solubilidad fue purificada
y evaluada enzimaticamente. La adicion de la
etiqueta MBP (proteina de union a maltosa) a
la PINMNAT increment6 su solubilidad y
permitié obtener una proteina funcional con
una alta pureza.

Recombinant proteins have become useful
tools in biochemistry research. During their
production, however, inclusion bodies (IB)
appear, on the one hand, due to the high
expression rate from the recombinant
plasmids, which have high efficiency
promoters, and, on the other hand, intrinsic

characteristics of the expressed protein.
Furhtermore, the nicotinamide/nicotinate
mononucleotide adenilyl transferase

(NMNAT) is a central protein in NAD(H)+
biosynthesis, an essential cofactor in cell
metabolism, and in protozoon parasite has
been studied. To study the NMNAT protein
of these parasites, their recombinant version
in E. coli has been expressed, getting a great
quantity of IB as a by-product. To increase
the solubility of the protein, the coding
sequence of the NMNAT enzyme of
Plasmodium  falciparum was cloned in
different expression plasmids which were
subsequently transformed into E. coli BL21
(DE3) expression strain. The solubility of
the recombinant proteins was assessed and
the one with the highest presence in the
soluble fraction was subsequently purified
and its enzyme activity was determined.
The recombinant protein with a MBP
(maltose-binding protein) tag showed an
increased solubility and purity.

As proteinas recombinantes tem convertido
em ferramentas uteis na investigacdo
bioquimica. Um problema frequente durante a
sua produgdo ¢é a aparicdo de corpos de
inclusao (IB), devida principalmente a
elevada expressdo da proteina produzida a
partir dos vectores utilizados que tém
promotores de elevada eficiéncia; bem como
caracteristicas das proprias proteinas. Além
disso, a nicotinamida/nicotinato
mononucledtido adenililtransferasa ¢ uma
proteina central na biossintese do NAD(H)+,
molécula essencial no metabolismo celular, e
tem sido estudada em protozoarios parasitos.
Para o estudo da NMNAT destes parasitos, foi
realizada a expressdo da sua versdo
recombinante em E. coli, e foi obtido uma
grande quantidade de proteina em forma de
IB. Com a finalidade de aumentar a
quantidade de proteina na fragdo soluvel, a
sequéncia codificadora para NMNAT de
Plasmodium  falciparum foi clonada em
diferentes vectores de expressdo, foi induzida
a expressdo da proteina recombinante em E.
coli BL21(DE3) e foi analisada a
solubilidade. A proteina fusdo com maior
solubilidade foi purificada e avaliada
enzimaticamente. A adigdo da etiqueta MBP
(proteina de unido a maltosa) & PINMNAT
incrementou a solubilidade da proteina e
permitiu obter uma proteina funcional com
una alta pureza. espécie de planta.

Palabras clave: solubilidad, PINMNAT,
cuerpos de inclusion, TAG fusion.

Keywords: solubility, PEINMNAT, inclusion
bodies, fusion TAG.

Palavras-Chave: solubilidade, PEINMNAT,
corpos de inclusdo, TAG fusdo.
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Nieto, C. A.; Forero, N.; Ramirez, M. H.

Introduccion

Plasmodium falciparum es un parasito protozoario intracelular
causante de la forma mas grave de malaria, una enfermedad de la
cual en el ultimo afio se reportaron cerca de 212 millones de casos
nuevos y 429.000 muertes (/). Dado que en la actualidad no existe
una vacuna de uso clinico y ante el aumento de la resistencia del
parasito contra medicamentos antimalaricos (e.g. cloroquina,
artemisinina, etc.), la Organizacion Mundial de la Salud, en
colaboracion con diferentes laboratorios del mundo, se encuentra en
la busqueda de proteinas que sirvan como blancos terapéuticos para
el control de la enfermedad (2).

En los ultimos 20 afios se ha venido estudiando la nicotinamida/
nicotinato mononucledtido adenililtransferasa NMNAT (EC
2.7.7.1/18), enzima en la cual convergen las rutas de novo y de
reciclaje del dinucledtido de adenina y nicotinamida NAD(H) (3). El
NAD(H) y su derivado fosforilado NADP(H) son esenciales en el
metabolismo celular y, en el caso de P. falciparum, en el proceso de
infeccion eritrocitica (4-6). Durante su ciclo de vida asexual, el
parasito infecta a los globulos rojos y degrada la hemoglobina, tras lo
cual incrementa el estrés oxidativo. Este aumento activa los sistemas
antioxidantes del parédsito que dependen del poder reductor del
NADP(H) celular. Asi mismo, en el proceso de infeccion, las rutas
metabdlicas, como el ciclo de las pentosas fosfato y la glicolisis,
aumentan su actividad. Estas rutas dependen de NADP+ y NAD+,
respectivamente (7, 8).

La NMNAT de P. falciparum ha sido identificada y estudiada
enzimaticamente como proteina recombinante en trabajos anteriores
(9-11). Durante su expresion, se producen grandes cantidades de
agregados insolubles conocidos como cuerpos de inclusion (CI o IB,
acronimo en inglés), compuestos principalmente por proteina mal
plegada de poca utilidad respecto a la proteina soluble y de
dispendiosa purificaciéon. Con el fin de maximizar la cantidad de
proteina recombinante soluble, se han propuesto varias estrategias:
cambios en las condiciones de expresion, cepas, vectores,
promotores y etiquetas (/2). En este trabajo se reportan los
resultados de la evaluacién de varios vectores y etiquetas en la
expresion y solubilidad de la NMNAT recombinante de P.
falciparum (PEINMNAT).

Materiales y métodos

Estimacion in silico de la solubilidad

Se escogieron los cuatro vectores mas promisorios en cuanto a
solubilidad, teniendo en cuenta tres aspectos: expresion, solubilidad
y purificaciéon (/3). Los cuatro vectores escogidos fueron:
Champion™ pET SUMO (ThermoFisher), el cual le otorga la
etiqueta de 6His+SUMO (His + SUMO); pCold TF DNA (Takara),
que fusiona la etiqueta de 6His+Chaperona Trigger Factor (His +
TF); pBAD202/D-TOPO (Invitrogen), fusiona la etiqueta de
Tiorredoxina (Trx) y pMAL-c5X (New England Biolabs) que su
proteina fusion es la proteina de unién a maltosa (MBP).

Se implementaron tres programas bioinformaticos, SOLPro (/4),
PROSO II (/5) y ESPRESSO (76), que estiman la solubilidad de la
proteina recombinante expresada a partir del sistema heterélogo E.
coli. Para esto, se tomd la secuencia primaria de la PINMNAT
(PF13_0159), unida a las diferentes etiquetas moleculares aportadas
por los vectores de expresion, y se identifico la probabilidad de
encontrar esta proteina en la fraccion soluble.

Amplificacion de la region codificante de la
PFNMNAT

Para la amplificacion de la region codificante de la PINMNAT se
usaron varias parejas de iniciadores que permitieron la clonacion en
los respectivos vectores de expresion (Tabla 1). Las condiciones
utilizadas para la amplificacion fueron: 1 U de la enzima Taq
Polimerasa (Applied Biosystems) o Pfu DNA Polimerasa
(ThermoFisher), MgCl, o MgSO, (2,5 mM), buffer de la ADN
polimerasa (1X), dNTP’s (10 mM), H,0 DEPC, iniciadores y
aproximadamente 50 ng de ADN plantilla; todo a un volumen final
de 15 pL. Se empled el siguiente perfil térmico: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 10 min, seguido por 30
ciclos de 94 °C por 45 s, 50 °C por 1 min, 72 °C por 45 s, y una
extension final a 72 °C por 10 min (termociclador Biorad) (10).

Tabla 1. Iniciadores utilizados para la amplificacion de la region codificante de la
PINMNAT

Primer Secuencia 5°-3”

Directo petSumo ATGCATAAGAATATATGT

Directo pBAD caccATGCATAAGAATATATGT

Directo pMal y pCold ggatccATGCATAAGAATATATGT

Reverso CTAATTAAAATCATATAAGTT

Clonacién de la region codificante de la PFNMNAT

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa 1%.
Para realizar la clonacion se usaron dos estrategias dependiendo del
vector de expresion: ligacion directa con el producto de PCR o
subclonacién utilizando el vector pPGEM®-T Easy (PROMEGA). La
ligacion se realizd teniendo en cuenta una relacion 1:1 inserto
purificado y vector (aproximadamente 50 ng).

Transformacion en cepas de E. coli

Se transformaron cepas de E. coli de mantenimiento One Shot
Mach1™ T1 (ThermoFischer) y de expresion BL21(DE3) (Sigma-
Aldrich) quimicamente competentes, mediante choque térmico (42 °
C durante 45 s, 5 min en hielo). Inmediatamente, las bacterias
transformadas se incubaron durante 1 h a 37 °C en medio SOC
(triptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM,
MgCl, 10 mM y glucosa 20 mM). Luego, se sembraron en cajas de
Petri con LB-agar y antibidtico de seleccion respectivo para cada
vector.

Purificacion del ADN recombinante

Se parti6 de un cultivo de 10 mL, inoculando en medio LB liquido
suplementado con el antibidtico de seleccion. Se utilizé el método de
lisis alcalina (/7).

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (3), 5-10.




Disefio y produccion de diversas proteinas fusién de la nicotinamida/nicotinato mononucleo tido adenilil transferasa (NMNAT) de Plasmodium falciparum

Expresion de las proteinas recombinantes

Se tomo una colonia de cada uno de los plasmidos recombinantes y se
inocularon individualmente en medio LB, suplementado con el
antibidtico de seleccion; se dejaron creciendo toda la noche a 37 °C.
Se realizo una dilucion del cultivo 1:100 y se continu6 el crecimiento
hasta alcanzar una D.O ~ 0,6 a 600 nm. Se realiz6 la induccion de la
expresion de las proteinas siguiendo las recomendaciones del
fabricante con IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido) o
arabinosa, segun el caso, incubando a 15-25 °C con agitacién
constante. Finalizada la induccion, se colectaron las bacterias por
centrifugacion a 6000 rpm por 15 min a 4 °C; se descartdo el
sobrenadante y se determiné el peso humedo de células.

Lisis celular

Los pellets celulares se resuspendieron en buffer de lisis (5 mL/g). Se
adiciono lisozima (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 1 mg/
mL; ARNasa (ThermoFisher), a una concentracion final de 6,25 ng/
mL, y cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) P8340;
AEBSF 1 mM, E64 14 uM, Pepstatin A 15 puM, Bestatin 40 uM,
Leupeptin 20 pM, Aprotinin 0,8 uM). El conjunto se incubd en hielo
durante 30 min con agitacion mecanica. Pasado este tiempo, se
sometid la muestra a 5 min de sonicacion sobre hielo (50% de
amplitud, 15 s de pulso y 15 s de reposo). La muestra fue
centrifugada a 12000 rpm por 20 min a 4 °C, separandose el
sobrenadante (fraccion soluble) y el pellet (fraccién insoluble o
cuerpos de inclusion).

Deteccion de las proteinas recombinantes por
electroforesis SDS-PAGE y western blot

Los lisados de los clones inducidos se analizaron por electroforesis
vertical SDS-PAGE. Para esto se tom6 una alicuota de las fracciones
solubles obtenidas en la lisis y se resuspendieron en buffer de carga
desnaturalizante. Las muestras se calentaron a 92 °C durante 7 min.
La visualizacion de las bandas se logré mediante la tincion del gel
con azul de Coomassie. Para los ensayos de inmunodeteccion
(western Dblot), las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron
transferidas a membrana de nitrocelulosa (ThermoFisher), usando el
método de electrotransferencia humeda (/8), en buffer de
transferencia aplicando 200 mA por 2 h. A su término, se tifi6 la
membrana con Rojo Ponceau (Sigma-Aldrich) y se realizo la
inmunodeteccion. Se identifico el sistema de expresion que tuvo
mayor aumento de solubilidad mediante la confirmacion en western
blot y se realizaron ensayos de purificacion.

Purificacion de la proteina recombinante por afinidad
a resina de amilosa

La proteina MBP-PINMNAT (MBP, maltose-binding protein) se
purifico a partir de la fraccion soluble mediante afinidad a resina de
amilosa (NEB). La resina se equilibré con buffer de lisis y se mezclo
con la fraccion soluble diluida (1:6). La union se llevé a cabo durante
1 h a4 °C con agitacion constante. La mezcla se transfirié a una mini
columna, empacandose la resina y obteniéndose las proteinas no
unidas. La resina se lavé con 12 volumenes de buffer de lisis.
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La proteina MBP-PfNMNAT se eluyd con buffer de elucion
(buffer de lisis + maltosa 10 mM); se recolectaron 25 fracciones de
aprox. 60 pL, que fueron suplementadas con glicerol (10% v/v) y
almacenadas a -80 °C. La proteina en la fraccion soluble y en los
eluidos se cuantifico mediante el método de Bradford (79).

Ensayo de actividad enzimatica

Se realiz6 un ensayo in vitro para determinar la actividad de la
proteina recombinante purificada. Las mezclas de reaccion
(mononucleétido de nicotinamida (NMN) 1 mM y ATP 1,3 mM en
buffer HEPES 100 mM + Mg** 10 mM, pH 7,5) se incubaron a 37 °C
durante 30 min, al término de lo cual se detuvo la reaccién con
HCIO, 1,2 M a 4 °C. La proteina se precipitd6 mediante centrifugacion
a 12000 rpm durante 3 min a 4 °C. Se neutraliz6 el sobrenadante con
K,CO; 1 M en hielo. El resultado de la reaccion in vitro se evalud
mediante HPLC en fase reversa. Se utiliz6 una columna Phenomenex
Luna C18 (250 mm x 4,60 mm; 5 um). El volumen de inyeccion fue
de 50 pL. Fases moéviles: buffer fosfato de potasio 0,12 M pH 6,0 y
metanol. Flujo constante de 1,5 mL/min, con un tiempo de 20 min
por corrida a temperatura ambiente. Deteccion
espectrofotométricamente a 254 nm.

Resultados y discusion

Estimacion in silico de la solubilidad

El estudio bioinformatico indicé una mayor solubilidad de la proteina
PINMNAT expresada desde el vector pMAL-c5X. Los resultados
para la PINMNAT expresada desde los otros vectores no fueron
concluyentes, pues se encontraron divergencias con los programas
empleados. Aunque todos los programas predicen solubilidad del
50% aproximadamente, como control se usa la secuencia primaria de
la proteina sin ninguna etiqueta, donde se puede observar que la
expresion de esta proteina en el sistema heterdlogo seria insoluble.

Lo anterior es predecible, debido a que es una proteina externa
de la bacteria y por ende no se puede resolver su plegamiento. Por
tanto, es importante adicionar las etiquetas para obtener la version
recombinante de forma soluble (Tabla 2). Entonces, se evaluo el
desempefio de estos vectores y etiquetas en la solubilidad
experimentalmente.

Tabla 2. Prediccion in silico de la solubilidad de las proteinas recombinantes
PfNMNAT usando programas bioinforméticos

SolPro | ProSoll | ESPRESSO
pCOLD-PfNMNAT 53,5% | 66,7% 48,3%
pMAL C5X-PINMNAT 60,6% | 70,3% 50,0%
pET SUMO-PINMNAT 20,3% | 43,3% 46,1%
PEINMNAT 17,7% | 53,7% 44,5%
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Amplificacién, clonacion y transformacion

Se obtuvieron los productos de PCR deseados para cada pareja de
iniciadores. La clonacion en los tres vectores empleados fue exitosa,
después del analisis por PCR y digestion con enzimas de restriccion
(Figura 1).
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Figura 1. Verificacion de los plasmidos recombinantes de la PANMNAT mediante PCR.
1: Marcador de peso AxyGen 100 pb, 2 y 3: ADN plasmidico extraido pCOLD-
PfNMNAT, 4 y 5: ADN plasmidico extraido pMal c5X-PfNMNAT 6: Control positivo de
la reaccion y 7: Negativo de la reaccion. (Tamafio esperado 615 pb). Gel de agarosa
1% tefiido con bromuro de etidio

Expresion de las proteinas recombinantes

En la figura 2 se muestra el perfil electroforético de cada uno de los
sistemas de expresion evaluados. Se observa una mayor expresion de
la proteina con la etiqueta MBP ( ~ 67,3 kDa) respecto a las otras
etiquetas: His + SUMO ( ~ 5,8 kDa), Trx ( ~ 37,8 kDa) y His-
TF (76,8 kDa), tal y como se predijo en los programas
bioinformaticos. Hasta el dia de hoy no se tiene claro el mecanismo
por el cual la proteina fusién puede modificar la solubilidad de la
proteina de interés, sin embargo, la MBP es una de las mas
estudiadas. La proteina de unidén a maltosa puede estar funcionando
como una chaperona molecular que, mediante su bolsillo
hidrofobico, secuestra la proteina con plegamiento intermedio y le da
una segunda oportunidad de plegamiento. Esto permite que la
proteina recombinante tenga el plegamiento nativo y, por ende, se
encuentre en la fraccion soluble; si, por el contrario, no se puede
resolver el plegamiento, formara agregados insolubles (20, 21).

La proteina MBP fusionada a la PENMNAT en la region amino
terminal permite realizar la purificacion de la proteina recombinante
mediante cromatografia de afinidad, debido a la elevada interaccion
de la resina de amilosa por las proteinas recombinantes que
contienen la etiqueta. MBP consta de dos dominios estructurales en
forma de bisagra que le permiten interactuar con diversos azlcares
como la amilosa y la maltosa. La unién con ellas genera un cambio
conformacional que cierra la proteina con la cual se enlaza al azticar
a través de enlaces de puentes de hidrogeno y por contactos de Van
der Waals, principalmente con residuos aromaticos, causando un
apilamiento de las cadenas laterales contra la cara de los anillos de
azicar.

Se espera que el tamafio de la proteina fusion (42,5 kDa) no
interfiera en la estructura y funcion de la proteina purificada, lo cual
se confirm6 mediante ensayos enzimaticos posteriores.

Figura 2. Analisis de la expresion soluble de las proteinas recombinantes PANMNAT
en BL21 (DE3). 1. Patron de peso molecular en kDa (ThermoFisher). 2. Proteinas
solubles BL21 (DE3) sin transformar. 3. Proteinas solubles expresion de His + SUMO-
PfNMNAT. 4. Proteinas solubles expresion de Trx-PINMNAT. 5. Proteinas solubles
expresion de MBP-PfNMNAT. 6. Proteinas solubles expresion de His + TF-PfNMNAT.
A. SDS-PAGE 12% tefiido con azul de Coomassie. B. Inmunodeteccion en membrana
de PVDF. (Las flechas indican las proteinas sobreexpresadas y reconocidas en el
western blot, las bandas inespecificas son comunes hasta en el control negativo y se
deben a reconocimiento con el anticuerpo primario)

Purificacion mediante afinidad a amilosa

La purificacion de la proteina se llevo a cabo en condiciones nativas,
buscando no interferir en la funcionalidad y estructura. La
purificacion por cromatografia de afinidad se sigui6 mediante SDS-
PAGE (figura 3).

Figura 3. Expresion y purificacion de la MBP-PfNMNAT. 1. Patron de peso molecular
en kDa (ThermoFisher), 2. Proteinas totales expresion etiqueta MBP (Control), 3.
Proteinas totales expresion de MBP-PfNMNAT, 4. Proteinas solubles expresion de 15
MBP-PfNMNAT, 5. Eluido de la purificacion de la MBP-PfNMNAT. SDS-PAGE 10%
Tefiido con azul de coomassie. * Corresponde a MBP como producto de degradacion
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Disefio y produccion de diversas proteinas fusién de la nicotinamida/nicotinato mononucleo tido adenilil transferasa (NMNAT) de Plasmodium falciparum

Se observd que, a partir de los lavados, se elimind una gran
cantidad de proteinas no unidas, permitiendo obtener eluidos con la
proteina recombinante parcialmente pura y concentrada. Se presentd
una pequefla contaminacion por una proteina de aproximadamente 45
kDa correspondiente a un producto de degradacion, debido a una alta
tasa de degradacion de la proteina recombinante PfNMNAT
sobreexpresada, y el tamafio corresponde a la etiqueta (MBP) que por
el contrario es muy estable.

Esta informacion se corroboré mediante western blot usando anti-
MBP, en el cual se observd reconocimiento del producto de
degradacion (Figura 4).
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Figura 4. Purificacion de la proteina recombinante MBP-PfNMNAT. 1: Patron de peso
molecular en kDa (ThermoFisher), 2. Fraccion soluble, 3: Purificacion de MBP-
PfNMNAT. A. SDS-PAGE 12% tefiido con azul de coomassie, B. Inmunodeteccion en
membrana de PVDF. Anticuerpo 1° Anti-MBP 1:10000. * producto de degradacion
MBP

Ensayos de actividad enzimatica

La actividad nucleotidiltransferasa de la proteina recombinante se
evalué mediante ensayos NMNAT directos y la posterior observacion
del pico correspondiente al NAD+ sintetizado por HPLC en fase
reversa (Figura 5). Respecto a la actividad encontrada en la fraccion
soluble, en el eluido de la purificacion por afinidad fue 18,4 veces
mayor (Tabla 3), permitiendo obtener buenos rendimientos para la
proteina recombinante.

Tabla 3. Rendimiento de la purificacion de la MBP-PfNMNAT

Proteina | Actividad | Actividad
Recuperacion | Purificacion
Fraccién | total total especifica
(%) (veces)
(mg) (mU’) (mU/mg)
Soluble | 6,96 185,185 26,607 100
Eluido 0,29104 | 142,716 490,365 77,06 18,4

*Una unidad de actividad enzimatica representa la cantidad de enzima que cataliza la sintesis
de 1 pmol de NAD+ por minuto a 37 °C
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Figura 5. Verificacion de la actividad catalitica de la MBP-PfNMNAT cuantificada en
RP-HPLC. A. Patrones, B. Control negativo (Buffer de elucion de la proteina), C.
Fraccion soluble. D. MBP-PINMNAT

Conclusiones

La fusion de la etiqueta MBP permitié un aumento en la solubilidad
de la proteina PINMNAT en comparacion con las otras etiquetas
usadas, lo cual, ademas, facilitd la obtencion de la proteina con un
alto porcentaje de purificacion y buen rendimiento. Sin embargo, la
adicion de etiquetas de solubilizacion para la produccién de proteinas
recombinantes no garantiza la solubilidad de la proteina a expresar,
ya que depende de caracteristicas intrinsecas de cada proteina y de la
interaccion con la etiqueta.

Se recomienda el uso de programas bioinformaticos como la
primera aproximacion para el uso de las etiquetas, con el objetivo de
determinar su posible efecto sobre la solubilidad. No obstante, hay
que tener precaucion con los resultados de la prediccion, ya que estos
dependen de la matriz de proteinas de comparacion.
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Resumen

Abstract

Resumo

Se reporta el andlisis fitoquimico de dos
extractos de raiz de Ichthyothere terminalis,
colectadas en las localidades de Cumaral
(Meta) y Abrego (Norte de Santander),
Colombia. Los extractos se obtuvieron en
etanol por destilacion a presion reducida y
fueron caracterizados por  pruebas
cualitativas, asi como por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS). El analisis GC-MS reveld
diferencias en los compuestos en
Ichthyothere terminalis de acuerdo al lugar
de procedencia. Las plantas procedentes de
Cumaral contienen saponinas, cumarinas y
taninos, mientras que las procedentes de
Abrego  contienen alcaloides  taninos,
cumarinas y flavoniodes. El extracto
etanolico de Abrego presenta principalmente
octadecandien-1-ol  (53,5%), oxido de
cariofileno (30,8%), hexadecanol (24,0%),
trans-p-cariofileno (13,6%),
cicloisolongifoleno (11,6%), germancreno D
(6,0%) y 9-octadecen-1-ol (8,0%). Las
plantas de Cumaral presentan principalmente
citronelal  (46,4%), p-cimeno (6,4%),
geraniol (5,0%) y citronelol (4,6%). Entre los
compuestos quimicos encontrados, varios
poseen propiedades repelentes de acuerdo a
los reportes etnobotanicos de la region
Amazonica. Estudios adicionales podran
determinar la efectividad como repelente de
los extractos de raiz de 1. terminalis.

The phytochemical analysis of two extracts
from Ichthyothere terminalis root which were
collected in the localities of Cumaral (Meta)
and Abrego (Norte de Santander), Colombia
is reported. Extracts were obtained with
ethanol using distillation under reduced
pressure and were characterized by
qualitative assays and by gas
chromatography coupled to a mass
spectrometer (GC-MS). GC-MS analysis
revealed  differences in  Ichthyothere
terminalis compounds according to locality.
Plants from Cumaral contain saponins,
coumarins, and tannins, while those from
Abrego contain tannins, alkaloids,
coumarins, and flavoniods. Plants from
Abrego contain octadecadien-1-ol (53.5%),
caryophyllene oxide (30.8%), hexadecanol
(24.0%), trans-p-caryophyllene (13.6%),
cycloisolongifolene (11.6%), germacrene D
(6.0%), and 9-octadecen-1-ol (8.0%). Plants
from Cumaral have citronellal (46.4%), p-
cymene (6.4%), geraniol (5.0%), and
citronellol (4.6%). Among the chemical
compounds found, several have repellent
properties, according to ethnobotanics
reports from Amazonian Region. Further
studies may determine the effectiveness as
repellent of extracts from /. Terminalis root.

Palabras clave: Asteraceae, fitoquimica,
Ichthyothere terminalis, metabolitos
secundarios.

Keywords: Asteraceae, phytochemistry,
Ichthyothere terminalis, secondary
metabolites.

Foi reportada a analise fitoquimica de dois
extratos da raiz de Ichthyothere terminalis,
coletadas nas localidades de Cumaral
(departamento do  Meta) e  Abrego
(Departamento de Norte de Santander) em
Colombia. Os extratos foram obtidos em
etanol por destilacdo a pressdo reduzida,
assim como por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS). A analise GC-MS revelou diferencas nos
compostos em Ichthyothere terminalis de
acordo a seu lugar de procedéncia. As plantas
procedentes de Cumaral contém saponinas,
cumarinas € taninos por enquanto as
procedentes de Abrego contém alcaloides
taninos, cumarinas ¢ flavoniodes. O extrato
etanolico de  Abrego apresenta
maioritariamente octadecandien-1-ol (53,5%),
oxido de cariofileno (30,8%), hexadecanol
(24,0%), trans-P-cariofileno (13,6%),
cicloisolongifoleno (11,6%), germancreno D
(6,0%) e octadecen-1-ol (8,0%). As plantas de
Cumaral apresentam maioritariamente
citronelal (46,4%), p-cimeno (6,4%), geraniol
(5,0%) e citronelol (4,6%). Entre os
compostos quimicos encontrados destacam-se
varios que possuem propriedades repelentes.
Estudos adicionais poderdo determinar a
efetividade como repelente dos extractos de
raiz de I. terminalis.

Palavras-Chave: Asteraceae, fitoquimica,
Ichthyothere terminalis, metabolitos
secundarios.
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Introduccion

Las plantas poseen metabolitos secundarios que pueden localizarse
principalmente en hojas, tallos, flores y raices dependiendo de la
especie. Estos metabolitos secundarios desempefian un papel
importante como disuasorio en las interacciones planta-insecto (/).
Algunas plantas poseen compuestos que producen sintomas
especificos sobre los insectos, actuando como neurotdxicos, por
ejemplo los monoterpenos, compuestos altamente selectivos que
actian sobre los receptores de la octapamina presente en los insectos
).

Junto al conocimiento etnobotanico, el estudio de la composicion
quimica de las plantas puede identificar el aprovechamiento
potencial en el campo de la medicina o a nivel agronéomico. Por tal
razén, es importante dirigir la atencion al estudio fitoquimico de
plantas endémicas o nativas, con el fin de identificarlas taxondémica y
quimicamente. Ahora bien, Ichthyothere es un género de plantas con
flores, ubicadas en algunas partes de Sur América y América Central
(3). El constituyente activo de esta planta es una sustancia llamada
ictiotereol, compuesto toxico para peces y mamiferos (4). Por tanto,
las hojas de Ichthyothere terminalis se emplean tradicionalmente por
los indigenas de la cuenca baja del Amazonas para envenenar
murciélagos y por pescadores como repelente de insectos (4, ).

La especie Ichthyothere terminalis (Spreng) S.F. Blake (flor
blanca), pertenece a la familia Asteraceae. En Colombia se
encuentran colecciones de Ichthyothere terminalis en el Herbario de
la Universidad de los Llanos (Cumaral, Meta) y en el Instituto de
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia en
Bogota.

Por su parte, la composicién quimica puede variar ain dentro de
una especie botanica y estas variaciones pueden deberse a Ia
presencia de diferentes quimiotipos, de acuerdo a la adaptacion de la
planta al ambiente circundante, asi como al estado de desarrollo. La
composicion quimica de una planta proporciona sus propiedades
intrinsecas y valor econoémico (6). Asi, el objetivo de este trabajo fue
realizar el estudio fitoquimico y los perfiles cromatograficos por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS) de distintas muestras de raiz de Ichthyothere terminalis
procedentes de las regiones del Meta y Norte de Santander,
Colombia.

Materiales y métodos

Materia vegetal

Se comparo la composicion quimica de las raices de cuatro plantas de
Ichthyothere terminalis, dos colectadas en la localidad de Abrego,
departamento de Norte de Santander en la region Andina, y dos
colectadas en la Orinoquia en la localidad de Cumaral, departamento
del Meta. La identificacion taxondémica fue realizada por personal del
herbario de la Universidad de los Llanos (Meta) COL000078872 y el
Herbario del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Colombia (Localidad Abrego, Norte de Santander
COL000078854). Las raices de Ichthyothere terminalis de las dos
localidades fueron secadas y molidas y colocadas por separado en
etanol al 96%.

Analisis de suelos

Con el propdsito de determinar las caracteristicas del suelo en los
lugares de colecta, se tomaron y analizaron muestras de suelo de las
localidades de Abrego y Cumaral. Las muestras se enviaron a analizar
en el laboratorio Terrallanos, en la ciudad de Villavicencio-Colombia.

Extraccién y tamizaje fitoquimico

Para la obtencion del extracto de raiz, se utilizaron 250 g de material
vegetal fresco; el metabolismo se detuvo con nitrogeno liquido. Las
muestras se trataron con etanol al 96% a temperatura ambiente en
agitacion por 48 h. El extracto etandlico resultante se concentro,
eliminando el solvente por destilacion a presion reducida en un rota
evaporador IKA® RV 10 CONTROL. Para el analisis fitoquimico se
disefi6 un protocolo modificado basado en las metodologias y
pruebas cualitativas propuestas previamente por varios autores (7-10).
Las modificaciones a los diferentes protocolos se implementaron para
diferentes propodsitos como: quitar pigmentos de fondo que puedan
enmascarar la presencia de metabolitos en pruebas especificas.

Analisis de cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS)

La extraccion-concentracion simultanea de los compuestos de la fase
de vapor de las muestras se llevd a cabo usando la técnica de
microextraccion en fase solida (SPME), con monitoreo en fase de
vapor (head space) empleando una fibra de silice fundida recubierta
con polidimetilsiloxano-divinilbenceno de 65 pm de espesor (PDMS-
DVB-65 pm, Sigma). El analisis cromatografico se realizd en un
cromatografo de gases 6890 Series Plus (Agilent Technologies,
USA), acoplado a un detector selectivo de masas (Agilent
Technologies MSD 5973, USA).

La columna empleada en el analisis fue DB-5MS [5%-fenil-poli
(metilsilano), 60 m x 0,25 mm x 0,25 pum, Agilent]; la inyeccion se
realizo con el dispositivo de SPME. La identificacion de los
metabolitos secundarios se establecid con base en sus espectros de
masas (EI, 70 eV), usando las bases de datos de Adams, Wiley 138 y
NISTOS (/1-13) en el Laboratorio CENIVAM de la Universidad
Industrial de Santander.

Resultados y discusion

En este manuscrito se reporta el estudio de la composicion quimica de
las fracciones volatiles y caracteristicas fitoquimicas de la raiz de 1.
terminalis. A pesar de los reportes empiricos de su posible accion
repelente, la composicion quimica en plantas del género Ichthyothere
es escasa (/4-15).

Analisis de suelos

Los resultados del andlisis de suelos de las dos localidades
muestreadas presentaron caracteristicas diferentes con respecto a su
composicion y textura. Abrego presenta un suelo con un pH 4,9 y una
textura arcillolimosa (ArL) con concentraciones altas de Al (1,20
meq/100 g), Mn (27,50 ppm) y un porcentaje alto de Mg (26,36%).
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Por otro lado, ¢l suelo de la localidad de Cumaral se caracteriza
por concentraciones altas de Ca (14,0 meq/100 g), Fe (276,87 ppm),
Mn (213,12 ppm), Zn (15,30 ppm), B (0,87 ppm) y un porcentaje alto
de saturacién de Ca (68,29%) con un pH de 5,1. Los resultados
completos del analisis se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos de las localidades de Abrego (Norte de
Santander) y Cumaral (Meta) donde se tomaron muestra de las plantas de Ichthyothere terminalis

Caracterisitcas
Abrego (Norte de Santander) | Cumaral (Meta)
del suelo
pH 49 5,1
Materia Orgéanica % 1,0 18,90
P (ppm) 2,7 23,7
Al (meq/100g suelo) 1,2 0,08
Ca (meq/100g suelo) 1,80 14,00
Mg (meq/100g suelo) 2,90 1,7
K (meg/100g suelo) 0,21 0,28
Cu (ppm) 0,95 2,7
Fe (ppm) 43,75 276,87
Mn (ppm) 27,50 213,87
Zn (ppm) 1,35 15,30
Porcentaje de Saturacion 16.36 68.29
de Ca
CIC 11,0 20,5
Textura ArL F

A partir de la Tabla 1 se observa que el suelo de Cumaral es mas
rico tanto en materia organica como en elementos minerales, lo que
puede determinar variaciones en la presencia y cantidad de
metabolitos secundarios en las raices de Ichthyothere terminalis. La
concentracion de estos minerales presentes en el suelo desempefian
una funcidon vital en el metabolismo secundario vegetal y la
produccién de moléculas bioactivas de relevancia como alcaloides,
flavonoides, compuestos fenolicos, aceites volatiles, taninos, resinas,
glucosidos, etc. (/6). La acumulacion y biosintesis de estas moléculas
bioactivas en los sistemas vegetales dependen ampliamente de la
disponibilidad de elementos minerales en el suelo (/7). Las
principales diferencias en la composicion quimica de los extractos de
raiz, pudieron evidenciarse con el analisis GC-MS.

Analisis fitoquimico

La deteccion de los metabolitos secundarios se realizd segin los
ensayos cualitativos individuales para cada grupo quimico (Tabla 2).
En ambas muestras se identificd la presencia de alcaloides, saponinas,
taninos, flavonoides, triterpenoides y diterpenos, mientras que las
cumarinas se presentan solamente en el extracto de raiz de I
terminalis de la localidad de Abrego.
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Tabla 2. Resultados del andlisis fisicoquimico de extractos de raiz de Ichthyothere terminalis de
Abrego y Cumaral

Abrego (Norte de Cumaral
Metabolitos Ensayos
Santander) (Meta)
Dragendorff
Alcaloides + 1
Mayer
Espuma
Saponinas Rosenthaler + +
Agar sangre
Gelatina-sal/Cloruro
Taninos * *
férrico
Glucosidos
Reaccion de Guignard
cianogenicos
Flavonoides Shinoda + t
NaOH +
Cumarinas
Hidroxamato férrico 1+
Glucosidos »
Reaccion de Legal
cardiotonicos
Esteroides y ;
Liebermann-Burchard *
triterpenoides
Diterpenos y
Molibdato de amonio + +
triterpenos
Quinonas Borntranger-Kraus

(+) Presencia (-) Ausencia

Analisis GC-MS

El anélisis GC-MS de los extractos de las raices de 1. terminalis de las
dos localidades indica que existen diferencias tanto en la identidad de
los compuestos como en las cantidades relativas > 1% que
correspondieron del 84% al 95% de la composicion del total de los
extractos. En el caso del extracto de raiz de la localidad de Cumaral,
los metabolitos secundarios volatiles mas abundantes que se
encontraron fueron citronelal (46,4%), y-terpineno (6,6%), p-cimeno
(6,4%), geraniol (5,0%), citronelol (4,6%), a-pineno (2,5%), linalool
(2,2%), isopulegol (1,7%), acetato de citronelilo y dimetilbenceno
(1,5%), geranial (1,3%), B-elemeno y B-maalieno (1,2%), y limoneno
(1,1%) (Tabla 3).
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Tabla 3. Componentes mayoritarios identificados por GC-MS en extractos etandlicos de raiz de

Ichthyothere terminalis Cumaral, Meta

Orden elucion T Compuesto Cantidad Relativa %
(min)

1 13,94 Etilbenceno 03
2 14,34 Dimetilbenceno 1,5
3 14,40 Dimetilbenceno (isomero) 0,7
4 1537 Dimetilbenceno (isomero) 0,2
5 16,87 a-Tujeno 0,2
6 17,24 a-Pineno 25
7 18,99 Sabieno 0.4
8 19,16 f-Pineno 0,2
9 19,40 6-Metil-5-hepten-2-ona 03
10 19,62 B-Micerno 0,3
11 21,24 p-Cimeno 6.4
12 21,54 Limoneno 1,1
13 21,61 1,8-Cineol 0,9
14 22,65 y-Terpineno 6,6
16 2428 Linalool 22
17 24,48 Nonanal 0,2
18 2526 endo-Fenchol 04
19 26,38 Citronelal 46,4
20 26,83 Isopulegol 1,7
21 27,66 Terpinen-4-ol 0,6
22 28,29 | NI, Compuesto oxigenado M* 152 0,5
23 28,71 Verbenona 03
24 29,14 Citronelol 4.6
25 29,66 Neral 1,6
26 30,02 Geraniol 5.0
27 30,71 Geranial 13
28 31,51 Timol 0,5
29 33,66 Acetato de citronelilo 15
30 3432 NI, Compuesto M* 174 2,0
31 34,77 Acetato de geranilo 1,3
32 35,09 a-Copaeno 0,2
33 3544 f-Bourboneno 0,2
34 35,52 B-Elemeno 1,2
35 36,25 B-Maalieno 1,2
36 36,78 trans-B-Cariofileno 0,7
37 38,82 Germacreno D 0,9
38 39,12 B-Selineno 04
39 39.26 a-Muuroleno 04
40 39.86 -Cadineno + -Amorfeno 0,8
41 40,95 NI, Compuesto M* 234 1,0
4 42,73 NI, Compuesto M* 262 03
43 5147 NI, Compuesto M* 258 0,3
44 52,25 NI, Compuesto M* 258 0.4

NI: Compuesto no identificado
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En el extracto con la fraccion volatil de raiz de la localidad de
Abrego se encontraron octadecandien-1-ol (53,4%), hexadecanol
(24,0%), octadecen-1-ol (8,0%), octadecanol (3,6%), acido
hexadecanoico (1,8%) y acetato de octadecadienilo (1,7%) (Tabla 4).

Tabla 4. Componentes mayoritarios identificados por GC-MS en extractos etandlicos de raiz de
Ichthyothere terminalis Abrego, Norte de Santander

Orden elucion . Compuesto Cantidad Relativa%
(min)
1 41,78 Espatulenol 0,5
2 41,99 Oxido cariofileno 0,1
3 43,10 Isoespatulenol 0,3
4 43,95 a-Eudesmol 0,3
5 48,98 Hexadecanol 24,0
6 50,64 Acido hexadecanoico 1,8
7 51,50 Acetato de hexadecilo 0,8
8 52,58 Octadecadien-1-ol 53,5
9 52,66 Octadecen-1-ol 8,0
10 53,07 Octadecanol 3,6
11 54,85 Acetato de octadecadienilo 1,7
12 55,33 | NI, compuesto oxigenado M* 198 32
13 55,81 | NI, compuesto oxigenado M* 242 1,0
14 59,78 Diisooctil adipato 0,5
16 62,43 Diisooctil ftalato 0,4

NI: Compuesto no identificado

En comparacion con reportes previos (/5), estos resultados
presentaron diferencias con respecto a la presencia y cantidad relativa
de compuestos identificados. En hojas y tallo de I terminalis de
muestras de Manaos (Brasil), se reporté un contenido de a-pineno de
19,8% y 13,9%, lo que equivale a ocho y cinco veces el valor de las
muestras de Cumaral, Colombia. Estos mismos compuestos no se
encontraron en las muestras de la localidad de Abrego. Se
encontraron otros compuestos con cantidades relativas significativas,
como Sabineno (14,8% en hoja) y limoneno (35,8% en hoja 'y 20% en
tallo), en cantidades aproximadamente de 30 y 18 veces mas de lo
encontrado en este estudio (Tabla 5). En estudios posteriores en hojas
de la especie 1. terminalis, colectadas en la localidad de Agua Limpa
(Brasil), se identificaron sesquiterpenolactonas (/4).

En las plantas de /. terminalis estudiadas también se encontraron
diferencias con respecto a su composicion quimica. En las muestras
de raiz de Abrego se encontrd6 que los compuestos con mayor
cantidad relativa fueron octadecandien-1-ol (53,5%), hexadecanol
(24,0%), octadecen-1-ol (8,0%) y octadecanol (3,6%). En los
extractos de raiz de I terminalis de Cumaral los compuestos mas
representativos fueron citronelal (46,4%), vy-terpineno (6,6%), p-
cimeno (6,4%), geraniol (5,0%), citronelol (4,6%), a-pineno (2,5%) y
linalool (2,2%).
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Tabla 5. Comparacion de los componentes mayoritarios identificados por GC-MS en extractos
etandlicos de hoja y tallos de plantas de /. terminalis (flor blanca) colectadas en Manaos, Brasil (15)
con los extractos etandlicos de raiz Meta y Norte de Santander (Colombia)

Compuesto Cantidad relativa %
Hoja (Brasil) | Tallo (Brasil) | Raiz (Colombia)
Manaos Manaos Cumaral | Abrego
Sabineno 14,8 0,4 -
B-Pineno 5,2
o-Pineno 19,8 | 8,5 13,9 2,5 --
Limoneno | 35,8 20 1,1 --

La composicion quimica de la raiz de /. terminalis de Cumaral
resulta de gran interés debido a los compuestos encontrados que
tienen efecto contra insectos vectores. Por ejemplo, se ha demostrado
en ensayos in vitro y en campo, que los compuestos aromaticos como
la citronela y citronelal tienen alta eficiencia como repelente contra
mosquitos transmisores (/8-27). Asi mismo, el citronelol, un
monoterpenoide aciclico natural, es empleado como perfume y
también como repelente de insectos (22). Finalmente, se ha reportado
que el geraniol también es un efectivo repelente de mosquitos (23).

Por otro lado, los compuestos identificados en la raiz de I
terminalis de Abrego que constituyen la mayor parte del extracto, son
terpenos de ocho carbonos oxigenados: octadecandien-1-ol (53,5%),
octadecen-1-ol (8,0%) y octadecanol (3,6%), los cuales han
demostrado tener actividad antibacteriana (24). Igualmente, se ha
evidenciado una actividad antioxidante del segundo compuesto
principal, el hexadecanol (24,0%) (25).

Las diferencias en la composicién quimica y cantidades relativas
entre . terminalis procedentes de paises y localidades diferentes
confirman que la composiciéon quimica puede variar incluso dentro de
una especie botanica. Los resultados de este estudio contribuyen al
conocimiento de compuestos en plantas poco estudiadas en
Colombia, los cuales podrian ser aislados como fuentes de
componentes potencialmente Dbioactivos y como marcadores
quimiotaxondmicos.

Conclusiones

En este trabajo se reporta por primera vez el andlisis fitoquimico y
composicién quimica de los extractos de raiz de I. ferminalis de la
region nordeste de Colombia, los cuales difieren con respecto a otras
especies pertenecientes al género Ichthyothere reportadas y aun entre
la misma especie de acuerdo a la localidad de procedencia. Las
diferencias en la presencia de compuestos en las raices /. terminalis
de dos localidades de Colombia sugieren que las condiciones
geobotanicas del medio como las caracteristicas fisicoquimicas del
suelo desempefien un papel diferencial en la composicion. La
presencia de citronela, citronelol y geraniol, entre otros compuestos
quimicos con bioactividad, demuestran que /. ferminalis es una planta
con uso potencial como repelente. Estudios adicionales podran
determinar la efectividad como repelente de los extractos de raiz de 1.
terminalis.
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Abstract Resumen Resumo

Compound usnic acid (1), isolated from
lichen Evernia prunastri (Cajamarca-Peru)
and the synthesis and characterization of its
acyl-hydrazone (2), from the condensation
reaction between usnic acid and isoniazid in
an ethanol solution under reflux, giving an
overall yield of 95%, were evaluated. Both
compounds were evaluated and compared
with isoniazid according to its anti-
Mycobacterium tuberculosis activity based
on the tetrazolium microplate assay (TEMA).
Compound 1 had MIC (minimal inhibitory
concentration) value of 16.0 pg/mL in each
test of H37Rv (susceptible type), TB DM 97
(resistant wild type) and MDR DM 1098
(multi drug resistances type) strains. In
similar tests, compound 2 MIC values were
2.0, 64.0 and 64.0 ng/mL respectively.

Se evaluo el acido tsnico (1), aislado del
liquen Evernia prunastri (Cajamarca-Peru),
producto  natural conocido por  sus
actividades bioldgicas, y, del mismo modo,
se evalud la sintesis de su derivado acil-
hidrazona (2), obtenido a partir de una
reaccion de condensacion entre el acido
usnico y la isoniazida en solucion etandlica a
reflujo, con un rendimiento global de 95%.
Ambos compuestos fueron evaluados y
comparados con la isoniazida segin su
actividad anti-Mycobacterium tuberculosis
basada en el ensayo de susceptibilidad
mediante el método TEMA. Los resultados
mostraron que el compuesto 1 presenta
valores de MIC de 16,0 pg/mL frente a las
cepas H37Rv, TB DM 97 y MDR DM 1098,
mientras que el compuesto 2 presenta valores
de MIC de 2,0; 64,0 y 64,0 pg/mL
respectivamente.

Keywords: Evernia prunastri, condensation
reaction, TEMA, MIC.

Palabras clave: Evernia prunastri, reaccion
de condensacion, TEMA, MIC.

Foi avaliado o acido usnico (1), um produto
natural conhecido pelas suas atividades
biolédgicas, isolado a partir do liquen Evernia
prunastri (Cajamarca-Peru), assim mesmo foi
avaliada a sintese do seu derivado, a acil-
hidrazona (2), obtido a partir de uma reagao
de condensagdo com refluxo entre o acido
Gsnico e a isoniazida em solucdo etanolica,
com um rendimento global de 95%. A
atividade anti-Mycobacterium tuberculosis de
ambos compostos foi avaliada e comparada
com a isoniazida mediante testes de
sensibilidade obtidos pelo método TEMA. Os
resultados mostraram que o composto 1
apresenta o valor de MIC de 16,0 pg/mL
contra variedades H37Rv, TB DM 97 ¢ MDR
DM 1098; enquanto que para o composto 2 0s
valores de MIC sdo de 2,0; 64,0 ¢ 64,0 pg/
mL, respectivamente.

Palavras-Chave: Evernia prunastri, reagao
de condensagdo, TEMA, MIC.
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Introduction

Tuberculosis (TB), caused by the bacteria Mycobacterium
tuberculosis, is a major public health problem that annually kills
approximately 3 million people worldwide. It is worsened if there is
co-infection with HIV (7). Approximately, one third of the world’s
population is infected with latent TB (/, 2). The therapy against
tuberculosis is based on the use of combined drugs such as
rifampicin, isoniazid (INH), and pyrazinamide, which are also
employed as components of currently applied multidrug therapy of
TB (3). Generally, MDR-TB includes the strains resistant to at least
isoniazid and rifampin, considered as the more efficient first-line
drugs against TB. The occurrence of mutations within several genes
is responsible for the MDR-phenotype. For example, in the case of
INH resistance, mutations within katG, inhA, ahpC, kasA, genes are
involved (4).

Despite the global availability of drugs against tuberculosis, there
are still some issues to address: the long duration of the treatment,
the serious side effects, and the development of multidrug-resistant
strains (3, 6). This reveals the urgent need to identify novel, safe, and
effective candidates for the determination of an optimized and
efficient drug against the M. tuberculosis.

Over the last decade, there has been extensive research on
antibacterial compounds from natural products, since they are
considered to be the major source of active metabolites. These may
provide lead structures for the development of new drugs (7), for
example, usnic acid (UA) appears to be a promising medical
application. Usnic acid is a yellowish, highly functionalized
dibenzofuran metabolite found in various lichen genera distributed in
species of Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina, Evernia and
Parmotrema. It can exist as (+) and (-) enantiomers, but most of its
biological activity is attributed to the (+) enantiomer (8, 9). Usnic
acid displays a wide range of multiple biological effects, including:
anti-bacterial, anti-parasitic, anti-viral, anti-mycotic, anti-protozoal,
anti-proliferative, anti-inflammatory, anti-pyretic, and citotoxicity
against human cancer cell lines (10, 11).

Furthermore, earlier studies reveal that (+)-usnic acid exhibits
activity against M. tuberculosis, showing a MIC value of 32 pg/mL,
which was not considered potent enough (7/2). Considering the fact
that the functional groups found within the molecule make of usnic
acid a good target for structural modifications (2), a reaction between
UA and INH was suggested in order to evaluate the enhancement or
not of its activity against M. tuberculosis.

In this context, this research presents the synthesis and
characterization of an acyl-hydrazone (2) [(R,E)-N'-(1-(6-
acetyl-3,7,9-trihydroxy-8,9b-dimethyl-1-oxo0-1,9b-dihydrodibenzo
[b,d]furan-2-yl)ethylidene)isonicotinohydrazide], obtained from a
condensation reaction between usnic acid (1) and isoniazid, and the
study of its anti-mycobacterial activity into M. tuberculosis strains.

Materials and methods

In general, all solvents and reagents (Acros Organics or Sigma
Aldrich) were used without prior purification. The isolation and
purification were monitored by thin layer chromatography (TLC) on
silica gel plate (Merck 60 F,s,), preparative chromatography (Merck
60 F,s,), and by column chromatography using silica gel (Gel 60
silica particle size 0.063-0.200 mm).
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Compounds 1 and 2 were analyzed and characterized in CDCl,
and DMSO-d,, respectively, by 'H-NMR 300 MHz, 'H-NMR 600
MHz and *C-NMR 150 MHz with a Varian Unity Inova AS600
spectrometer. The notations used for the spectral analysis are: s
(singlet), d (doublet), m (multiplet). Chemical shifts are reported in &
(ppm) using tetramethylsilane (TMS) as the internal standard. The
determination of the exact molecular weights was performed by high
resolution mass spectrometry (HRMS) on an Agilent Technologies
Model 6210 LC-MSD-TOF (Time-of-Flight mass spectrometer)
instrument. The molecular ions were protonated [M+H]" or [M-H]
for the confirmation of their empirical formula. Infrared spectra were
recorded on a JASCO FT/IR-410 spectrophotometer. The optical
rotation was measured using a JASCO P-1010 polarimeter.

The M. tuberculosis isolates: H37Rv, TB DM97, and MDR
DM1098 were obtained from Cayetano Heredia University Hospital.
Their suspensions were prepared in 10% (v/v) Tween 80 (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo.) so that their turbidities matched that of
the McFarland N°1 turbidity standard (approximately 3 x 10" CFU/
mL). Therefore, suspensions were diluted 1:25 in 7H9 broth (4.7 g of
Middlebrook 7H9 broth base [Difco, Detroit, Mich.], 20 mL of 10%
glycerol, 1 g of Bacto Casitone [Difco], 880 mL of distilled water,
100 mL of oleic acid, albumin, dextrose, and catalase [Remel,
Lenexa, Kans.]) (1/3,14).

Extraction, isolation, and elucidation of usnic acid

The branched thallus of Evernia prunastri were collected at Porcon
farm, located 30 km from the city of Cajamarca-Peru and identified
by Dr. Luis Davila of National University of Cajamarca, Cajamarca,
Peru.

The branched dried thallus of Evernia prunastri (100 g) was
crushed into a powder and extracted with an increasing polarity order
of solvents using hexane (72 h (3x)), ethyl ether (72 h (x2)),
chloroform (72 h (2x)), ethyl acetate (72 h (x2)), methanol (72 h
(3x)), and water (72 h (3x)) at room temperature. The ethyl ether
extract (4.8 g) was separated using repeatedly flash column
chromatography with hexane/ethyl acetate (7:3) and hexane/toluene/
ethyl acetate (85:5:15), obtaining four fractions A, B, C and D.
Fraction D was cooled at room temperature then filtered whereby a
precipitate was obtained as a greenish yellow solid. This precipitate
was separated out and recrystallized in ethanol 99% (v/v), from which
the major compound was obtained as yellow crystals and identified as
usnic acid (2.8 g), confirmed by '"H-NMR and "*C-NMR spectrums
and by comparison with reported data (72).

Synthesis of acyl-hydrazone obtained from usnic acid
and isoniazid

Usnic acid (500 mg, 1.45 mmol, 1 eq) and isoniazid (250 mg, 1.74
mmol, 1.2 eq) were added to a solution of 50 mL of absolute ethanol.
The solution was stirred and heated at reflux for 12 h. The solution
was cooled at room temperature and stored in a refrigerator for two
days. The precipitate formed was filtered and dried in an oven at 25 °C
for 24 h. The final product (acyl-hydrazone) was obtained as orange
crystals (15).
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Biological activity evaluation

The activity of usnic acid, isoniazid, and their acyl-hydrazone against
susceptible (H37Rv), resistant wild type (DM 97) and multidrug
resistance (DM 1098) M. tuberculosis strains were tested by
tetrazolium microplate assay (TEMA), which uses
tetrazoliumbromide [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl-
tetrazolium bromide] (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wis.) as a
rapid, simple, and low-cost qualitative method to determine the
antibiotic susceptibility (/7). The assay was performed in duplicate
(two plates). The procedure is described below (13, 14).

Preparation of culture inoculum

Cultivation of M. tuberculosis was performed in Middlebrook 7H9
broth during four weeks. The inoculation of the strains was achieved
by using a sterile loop into a glass bead tube with 100 pL of mix-
Tween and mixed in a vortex for 2 min. Three mL of 10% (w/w)
Tween 80 was added and stirred in a vortex for 20 s. The supernatant
was transferred to a glass tube without beads. The turbidity was
adjusted to McFarland N°l with a mix-Tween solution. The
McFarland N°1 strain was combined with Middlebrook 7H9 broth
medium (12 mL of 7H9 + 0.5 mL of the strain) and diluted 1:25 in a
Falcon tube.

Plate preparation and inoculation of drug and strain

Sterile water (200 uL) was added to all outer wells of sterile 96-well
plates (Falcon 3072; Becton Dickinson, Lincoln Park, N. J.).
Middlebrook 7H9 broth (100 puL) was added to the wells in rows B to
G in columns 3 to 11 (labeled as commercially stamped on the
plates). Drugs solutions (usnic acid, isoniazid and their acyl-
hydrazone) (100 puL) were added to wells in columns 1 and 2; each
two rows correspond to a different drug solution.

By using a multichannel pipette, 100 pL of solution was
transferred from column 2 to column 3. The drug solutions were
serially diluted 1:2 in consecutive columns through column 10, where
100 pL of excess medium was discarded. Final drug concentration
ranges were 64 to 0.12 pg/mL. 100 uL of the diluted 1:25 strain was
added to the wells in rows B to G in columns 1 to 11. The wells in
column 11 served as inoculum-only controls. The plates were sealed
with parafilm and then incubated at 37 °C for five days. Fifty
microliters of a 1:1 mixture of the tetrazolium-Tween 80 mixture was
added to well B11. The plates were reincubated at 37 °C for 12 h.

The following day, if well B11 turned purple, tetrazolium-Tween
80 was added to all wells and the color was recorded at 24 h. If well
B11 remained yellow, the plates were incubated for another 24 h,
after which tetrazolium-Tween 80 solution was added to well Cl11
before the plate was incubated for another 24 h. If well C11 remained
yellow, incubation was continued and tetrazolium-Tween 80 solution
was added to wells D11, E11, F11, and G11 on days 9, 11, 13, and 15,
respectively. A yellow color in the well was interpreted as no growth,
and a purple color was scored as growth. The MIC was defined as the
lowest drug concentration, which prevented a color change from
yellow to purple.
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Results and discussion
Extraction, isolation and elucidation of usnic acid

Usnic acid (2.8 g) was obtained as yellow crystals from dried thallus
of lichen Evernia prunastri (100 g), using repeatedly flash column
chromatography with hexane/ethyl acetate (7:3) and hexane/toluene/
ethyl acetate (85:5:15). The IR spectrum showed bands at 2929 (CH-
stretching), 1687 (elongation of the carbonyl group), 1628 (C=C, enol
ether), 1540, 1455, 1421 cm™ (aromatic ring). It should be mentioned
that a wide band was present between 3500 and 2600 cm™, due to the
many hydrogen bonds present in the solid state.

The "H-NMR spectrum shows characteristic signals at & 13.31
and 6 11.02 ppm corresponding to the hydroxyl groups C,-OH and
C,,-OH respectively; 6 5.97 ppm corresponding to the H-4 from the
double bond; finally & 2.67, 2.66, 2.10; and 1.75 ppm corresponding
to the methyl substituents. The hydroxyl group C;-OH appears at
18.84 ppm (Figure 1).
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Figure 1. 'H-NMR (600 MHz, CDI,) spectrum of compound 1

Usnic Acid: [0],? (c = 0.7, CHCL,) = +451. Rf = 0.32 (hexane/
ethyle acetate 7:3). "H-NMR (600 MHz, CDCl,): § = 13.31 (s, 1H,
OH), 11.02 (s, 1H, OH), 5.97 (s, IH, CCH),2.67 (s, 3H, CH,), 2.66 (s,
3H, CH,), 2.10 (s, 3H, CH,), 1.75 ppm (s, 3H,CH,). *C-NMR (75
MHz, CDCL): 6 = 201.9 (CO), 200.4 (CO), 198.2 (CO), 191.8
(COH), 179.5, 164.0,157.6, 155.3, 109.4, 105.3, 104.1, 101.6, 98.5,
59.2 (Cgivenzofuran)> 32-3 (COCHj;), 31.4 (COCH,), 28.1 (CH;), 7.7 ppm
(CH,). ESI'-HRMS: m/z calculated for C,{H,sO0, [M - H]: 343.102;
found: 343.100.

Synthesis of acyl-hydrazone obtained from usnic acid
and isoniazid

The synthesis of the acyl-hydrazone was obtained with an overall
yield of 95% (1.38 mmol) as orange crystals (Figure 2). The IR
spectrum showed bands at 3415 (tension due to N-H), 2925 (CH-
stretching), 1706 (tension due to carbonyl group), 1630 (C=N; C=C,
enol ether, aromatic ring), 1549, 1362, 1220 cm™. It should be noted
that the NH group at 3415 cm™ mask the signals of the OH groups
present in the molecule.
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Figure 2. Synthesis of compound 2

The "H-NMR spectrum shows characteristic signals of usnic acid
and the corresponding signals of the protons belonging to the
pyridine group, which appear upfield (Figure 3). The signals at §
14.80, 6 13.40, and 6 12.13 ppm correspond to the hydroxyl groups
C;-OH, C4-OH, and C,,-OH respectively; 6 8.84 ppm, H-22, and
H-23; 6 7.93 ppm, H-21 and H-24; & 5.95 ppm, H-4; & 3.45, NH.
Signals at § 2.71, 2.65, 1.98 and 1.69 ppm correspond to the methyl
substituents.
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Figure 3. 'H-NMR (600 MHz, DMSO-d,) spectrum of compound 2

The comparison of 'H-NMR spectrum of usnic acid and acyl-
hydrazone revealed that the chemical shift of C;-OH is due to the
presence of the imine group in the structure; the presence of this
amine group also influences the electron density of the methyl group
(Me-15), which appears shifted to downfield (5 2.68 to 5 2.71).

Acyl-hydrazone: [a]p” (c = 0.25, acetone) = +205,6. Rf = 0.35
(hexane/toluene/ ethyle acetate/methanol 4:1:5:1). 'H-NMR(600
MHz, DMSO-dy): 6 = 14.80 (s, 1H, OH), 13.40 (s, 1H, OH), 12.13
(s, 1H, OH), 8.84 (m, 2H, 2CH), 7.93 (d, 2H, 2CH), 5.95 (s, 1H,
CCH), 3.45 (m, 1H, NH), 2.71 (s, 3H, CH;), 2.65 (s, 3H, CH;), 1.98
(s, 3H,CH;), 1.69 ppm (s, 3H, CH,). *C-NMR (75 MHz, DMSO-
dg): & = 201.0 (CO), 197.5 (CO), 188.7 (COH), 173.6 (CO), 170.3
(CCO), 163.4 (CO), 157.7 (CO), 155.9 (CN), 149.4 (CN),,,, 122.2
(CCN),,,, 106.5 (CCC), 105.2 (CCC), 102.4 (CCHC), 101.0 (CCC),
100.9 ppm (CCC). ESI'-HRMS: m/z calculated for C,,H,,N;0; [M +
H]": 464.1452; found: 464.1475.
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Biological activity against M. tuberculosis

The activity of isoniazid, usnic acid, and their acyl-hydrazone against
susceptible (H37Rv), resistant wild type (DM 97) and multidrug
resistances (DM 1098) M. tuberculosis strains were evaluated (Figure
4). The tetrazolium microplate assay was performed in duplicate (two
rows) based on the methodology already mentioned (see Materials
and methods part). The MIC values obtained by compound 1 provide
a better prospect to be potentially active compared to compound 2,
the results are shown in Table 1.

pey DM MDE?
“oR 16 8 4 2 1 0502502 Contol @ n 168 4 2 1 05 025012 Contol

8 R 16 8 4 2 1 0502502 Conrl

Figure 4. Biological activity of (1), (2) and isoniazid (INH) against (a) susceptible (H37Rv), (b)
resistant wild type (DM 97), and (c) multi drug resistances (DM 1098) M. tuberculosis strains

Table 1. Antimycobacterial activity of INH, compound 1, and compound 2

MIC (pg/mL)
Strains (number of strains tested) INH? Compound 1* | Compound 2°
M. tuberculosis
H37Rv-susceptible 0.25 16.00 2.00
DM 97-resistant wild type 8.00 16.00 64.00
MDRDM 1098-multidrug resistance 2.00 16.00 64.00

*INH = Isoniazid. "Compound I = Usnic acid. *Compound 2 = Acyl-hydrazone

As it is shown in Table 1, acyl-hydrazone does not ameliorate the
antimycobacterial activity of usnic acid for DM 97-resistant wild type,
nor of H37Rv-susceptible strains, but, contrastingly, acyl-hydrazone
showed an enhancement of its antimycobacterial activity, as compared
to usnic acid on H37Rv-susceptible.

Conclusions

The synthesis of compound 2 (acyl-hydrazone) was achieved by a
condensation reaction using commercial isoniazid and usnic acid,
isolated from lichen Evernia prunastri, giving an overall yield of 95%
(ww). The isolation of usnic acid was performed using standard
protocols of extractions and column chromatographic purifications.
Their chemical structures were elucidated using 1D NMR
spectroscopy and mass spectrometry, thus corroborating spectroscopic
data reported in the literature (/5-18).
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According to the results obtained by TEMA method, usnic acid 8.

(1) exhibited MIC value of 16.0 pg/mL for each test of H37Rv, TB
DM 97, and MDR DM 1098 strains. Instead, the corresponding acyl-
hydrazone (2) exhibited MIC values of 2.0 pg/mL against H37Ry,
and 64.0 pg/mL against resistant strain and multidrug resistance from
M. tuberculosis.

The MIC values obtained by compound 1 provide a better prospect to 9.

be potentially active as compared to compound 2. However, both
compounds exhibit less activity than isoniazid. Apparently,
compound 2 does not meet initial expectations of increasing
sensitivity on TB strains. However, these are preliminary in vitro
results, and further in vivo studies should be carried out to confirm its

antitubercular activity. 10.
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Alcaloides aporfinicos con
actividad antituberculosa
aislados de Ocotea discolor
Kunth (Lauraceae)

Aporphine alkaloids with
antitubercular activity
isolated from Ocotea
discolor Kunth (Lauraceae)

Alcaloides aporfirinicos
com atividade
antituberculosa isolados de
Ocotea discolor Kunth
(Lauraceae)

Resumen

Abstract

Resumo

La tuberculosis causa miles de muertes a nivel
mundial y, actualmente, los farmacos usados
no son suficientes y en ocasiones son
obsoletos para su tratamiento. Por tanto, se
hace necesaria la blsqueda de nuevos
compuestos que ayuden a combatirla. Se
evalud la actividad antituberculosis de los
alcaloides ocoxilonina (1), ocoteina (2),
dicentrina (3) y 1,2-metilendioxi-3, 10,11-
trimetoxiaporfina (4), aislados de la madera
de Ocotea discolor. Las estructuras fueron
identificadas por medio del analisis de los
datos  espectroscopicos de  resonancia
magnética nuclear (NMR 1D - 'H, "C, D —
COSY, HSQC y HMBC), espectros de masas
y comparacion con datos de la literatura.
Todos los compuestos aislados demostraron
actividad antituberculosa, con un rango de
variacion en la concentracion minima
inhibitoria entre 140 y 310 uM, siendo la
ocoteina (2) la mas activa contra la cepa
virulenta de
H37Rwv.

Mycobacterium  tuberculosis

Tuberculosis disease causes thousands of
deaths worldwide and, currently, the used
drugs are either not enough or obsolete for its
treatment. Therefore, new compounds that
combat this disease are been seek. Thus, the
antituberculosis activity of the alkaloids
ocoxilonine (1), ocoteine (2), dicentrine (3)
and 1,2-methylenedioxy-3,10,11-trimethoxy
aporphine (4), isolated from Ocotea discolor
wood was evaluated. Their structures were
identified by analysis of nuclear magnetic
resonance spectroscopic data (NMR 1D — 'H,
BC, D — COSY, HSQC and HMBC), mass
spectra, and comparison with literature data.
All  the isolated compounds showed
antituberculosis activity, with a variation
range in the minimum inhibitory
concentration between 140 to 310 pM, being
ocoteine (2) the most active compound against
the virulent strain Mycobacterium
tuberculosis H37Rv.

Devido a que a tuberculose provoca milhares
de mortes em todo o mundo e a que,
atualmente os medicamentos usados sdo
inadequados ¢ obsoletos para o tratamento
desta doenca, ¢ preciso buscar novos
compostos que ajudem a combaté-la. Assim,
foi avaliada a atividade antituberculosis dos
alcaloides ocoxilonina (1), ocoteina (2),
dicentrina (3) y 1,2-metilendioxi-3,10,11-
trimetoxiaporfina (4), isolados a partir da
madeira de Ocotea discolor. Estas estruturas
foram identificadas pela elucidagdo dos dados
espectroscopicos (NMR 1D — 'H, “C, °D —
COSY, HSQC ¢ HMBC), espectros de massas
e por comparagdo com os dados da literatura.
Todos os compostos isolados demonstraram
atividade antituberculosis, com um intervalo
de variago na concentrag@o inibitoria minima
entre 140 e 310 uM, sendo a ocoteina (2) o
composto mais ativo contra a variedade
virulenta Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Palabras clave: Mycobacterium tubercolosis,
datos espectroscopicos, Ocoteina.

22

Keywords: Mycobacterium tuberculosis,
spectroscopic data, Ocotein.

Palavras-Chave: Mycobacterium tuberculosis,
dados espectroscopicas, Ocoteina.

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (3), 22-27. DOLI: http://dx.doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v46n3.62963

NACIONAL



Alcaloides aporfinicos con actividad antituberculosa aislados de Ocotea discolor Kunth (Lauraceae)

Introduccion

La tuberculosis (TB) es una infeccion bacteriana causada por
especies pertenecientes al complejo de Mycobacterium tuberculosis.
Actualmente constituye un problema de salud publica a nivel
mundial, con 10,4 millones de nuevos casos y 1,4 millones de
muertes, reportados para el 2015 ante la Organizacion Mundial de la
Salud (7). Los medicamentos anti-TB usados actualmente son poco
eficientes e involucran cuatro farmacos diferentes en su tratamiento,
por un periodo de 6 meses, razon por la cual se han hecho esfuerzos
para desarrollar medicamentos anti-TB mas efectivos.

Asi mismo, la infeccion con M. tuberculosis, resistente a los
medicamentos anti-TB, provoca un aumento del riesgo del fracaso
terapéutico, un aumento del tiempo y costo del tratamiento, asi como
de sus efectos secundarios. Aunque la bedaquilina, aprobada por la
FDA en 2013, se prescribe para el tratamiento de la tuberculosis
multi-drogorresistente, este medicamento produce serios efectos
secundarios como sindrome QT prolongado, disfuncion del higado y
aumento en el riesgo de muerte (2), razones que demuestran la falta
de desarrollo de nuevos agentes anti-TB que actlien a través de
nuevos mecanismos de accion para garantizar un régimen efectivo en
la proxima década (3).

Los productos naturales han sido una fuente importante de
nuevos esqueletos bioactivos para tratar la TB, por ejemplo, las
manzaminas, pleuromutilinas e hirsutelonas son utilizados en el
desarrollo de medicamentos anti-TB (4). Del mismo modo, estudios
previos sobre alcaloides aporfinicos aislados de especies de
Lauraceae como Ocotea macrophylla (5) y Rhodostemonodaphne
crenaticupula (6) han evidenciado una tendencia de actividad anti-
TB en estas especies. El género Ocotea es uno de los mas estudiados
dentro de la familia Lauraceae, siendo fuente de terpenos (7-9)
neolignanos y lignanos (/0-14), alcaloides aporfinicos (/5-17) y
bencilisoquinolinicos (/8, 19), ademas de compuestos fendlicos y
flavonoides (20-22). Los estudios de actividad biologica del género
han demostrado que estas especies poseen efectos antimicrobianos
(23-25), antiparasitarios (26), antitumorales y citotoxicos (19, 27,
28); estas ultimas debido a las propiedades de los compuestos
aislados en la inhibicion de la topoisomerasa I (29).

Como ya se menciond antes, entre las moléculas derivadas de
productos naturales que han mostrado tener actividad antituberculosa
prometedora, se destacan los alcaloides y, dentro de ellos, los
aporfinicos (30). Como el género Ocotea ha reportado ser productor
de este tipo de alcaloides, se escogio la especie Ocotea discolor para
su aislamiento y su posterior medicién de actividad antituberculosa.
En Colombia, la especie se encuentra en la cordillera central, a
alturas mayores a 1500 m s. n. m (31).

Debido a que no se ha publicado hasta el momento ningin
reporte fitoquimico o de actividad bioldgica para esta especie, se
describen aqui los compuestos de tipo alcaloide aporfinico aislados
de la madera y se presenta su efecto en el crecimiento de la bacteria
virulenta M. tuberculosis H37Rv.

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (3), 22-27

Materiales y métodos

Material vegetal

La madera de Ocotea discolor fue colectada en octubre de 2011, en
la via Duitama-Charala (Colombia). La especie fue determinada por
el bidlogo Adolfo Jara, del Herbario Nacional Colombiano. Un
espécimen se deposité en el Herbario Nacional Colombiano del
Instituto de Ciencias Naturales en la Universidad Nacional de
Colombia con el nimero COL 566243.

Extraccién y Aislamiento

La madera seca y molida de Ocotea discolor (1160 g) fue extraida
con etanol al 96% (v/v) a temperatura ambiente. La evaporacion del
solvente se hizo por destilacion a presion reducida quedando un
extracto de 41,7 g. Una parte del extracto (30 g) fue fraccionada por
cromatografia flash (FC) en silica gel 60 (Macherey-Nagel,
Alemania) y eluido con AcOiPr-MeOH-H,O (91:8:1) hasta 100% (v/
v) MeOH, dando 12 fracciones. La fraccion 8 (514 mg) fue
purificada por FC con CHCI;-MeOH (98:2), para obtener el
compuesto 1 (12 mg). La fraccion 9 (370 mg) fue purificada por
sucesivas FC con CHCIl,-MeOH (9:1-95:5), donde se obtuvo el
compuesto 2 (7 mg). De la fraccion 11 (1500 mg), por columnas
sucesivas con la fase movil AcOiPr-MeOH en diferentes
proporciones, se obtuvieron los compuestos 3 (30 mg) y 4 (20 mg).
Todos los solventes utilizados fueron grado analitico de la casa
Merck, Alemania.

Procedimiento experimental general

La rotacion optica fue medida en un polarimetro Bellingham &
Stanley ADP440+. Los espectros de RMN 'H y "*C, asi como los
espectros 2D (COSY, HMQC y HMBC) fueron tomados en un
equipo Bruker Avance™ 300 operado a 300 MHz para 'H y 75 MHz
para “C. Los desplazamientos quimicos estdn en & (ppm) y los
experimentos fueron registrados a temperatura ambiente en CDCl,
(Merck, Alemania). La cromatografia en capa delgada (TLC) fue
hecha en placas de silica gel 60 F,;, (Merck, Alemania); los
compuestos se visualizaron con el reactivo de Dragendorff, vapores
de iodo y luz UV (32).

Ensayo de actividad anti-TB

Se adaptoé del ensayo de microplato de 96 pozos con resazurina
(REMA), protocolo publicado por Martin ef al. (33). La cepa de M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 9360) que se us6 como referencia
estandar para estudios de investigacion se cultivd a partir de
criopreservado en 10 mL de medio liquido Middlebrook 7H9 (BD).
Este fue suplementado con 0,2% (v/v) glicerol (Sigma), 0,05% (v/v)
Tween® 80 (Sigma) y 10% (p/v) albumina, dextrosa y catalasa
(ADC, BD) por incubacion a 37 °C en tubos falcons estériles de 50
mL con agitacion esporadica, durante 3-4 semanas. Posteriormente,
se cambid a medio liquido en las mismas condiciones.
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Se prepard una solucion stock de cada compuesto en DMSO
(Sigma) a una concentracién de 100 mg/mL. Los compuestos fueron
probados en cada microplato por diluciones seriadas empezando
desde 100 pg/mL con Middlebrook 7H9 (BD), suplementado con
0,2% de glicerol (Sigma), 0,05% de Tween® (Sigma) y 10% de
OADC (BD). Se utiliz6 agua estéril en los pocillos circundantes para
evitar la evaporacion del medio liquido; el ensayo se realizé por
duplicado. El cultivo de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 9360) crecid
en medio Middlebrook 7H10 (BD) a 37 °C, y antes del ensayo se
realizd un paso del cultivo en medio liquido Middlebrook 7H9. El
antibiotico rifampicina (Sigma) fue usado como control positivo. La
concentracion minima inhibitoria fue determinada visualmente como
la minima concentracién donde la bacteria no crecio.

Resultados y discusion

Los compuestos 1-4 fueron obtenidos como so6lidos cafés amorfos,
los cuales generaron un color naranja en TLC al revelarlos con el
reactivo de Dragendorff, lo que sugiere la presencia de alcaloides.
Los espectros de RMN 1D poseen una amplia similitud lo que
sugiere una serie de compuestos estructuralmente relacionados. El
espectro RMN 'H de 2 mostré hidrégenos de tipo aromatico y
alifatico; las sefiales en 6 3,20- 3,34 (1H, m, H-6a), 5 3,07-3,20 (1H,
m, H,-5), 8 2,46-2,55 (1H, m, H,-5), 6 3,11 (1H; dd; J= 4,3 y 14,0;
H,-7) y 8 2,74 (1H, d, J=14,0 Hz, H,-7), corresponden a sefiales
tipicas del ntcleo aporfinico (/7, 33), como se muestra en la Figura
L.

Figura 1. Nicleo aporfinico

Adicionalmente, se observaron las sefiales entre: 6 3,90-4,10 (s,
9H) correspondientes a 3 grupos metoxi, algunos multipletes de
grupos metilenos en 6 2,77-3,20; dos hidrégenos aromaticos en &
7,60 (s, H-8) y 8 6,77 (s, H-11), junto con dos singletes tipicos del
grupo metilendioxi en 6 5,93 (s, Ha) y & 6,08 (s, Hb) (/9). La
correlacion en el experimento COSY de H-4 con Hb-5 y las
correlaciones en HMBC de H-4 con C-3 y C-3a, Hb-5 con C-3a,
Hb-7 con C-1lc, H-8 con C-10 y C-11, H-11 con C-7a y C-9
permiten construir cuatro anillos de seis miembros, dos aromaticos
(A y D) y dos no aromaticos (B y C) (33-34), que en conjunto
permiten llegar a la estructura del compuesto 2. A través de la
comparacion con los datos reportados en literatura, 2 corresponde al
alcaloide ocoteina, el cual posee un centro asimétrico en la posicion
6a cuya configuracion fue inferida por el signo de la rotacion
especifica, igual al de otros alcaloides aporfinicos previamente
aislados, proponiendo asi que la configuracion relativa del centro 6a
es S (35-37).
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Para cada uno de los demas alcaloides aislados se reunid la
misma informacion previamente descrita, los datos espectroscopicos
se presentan en la Tabla 1 y las estructuras en la Figura 2.

R1 R2 R3 R4 RS

(1) CH; OCH; H OCH; OH
(2 CH; OCH; H OCH: H
@3 H H H OCH: H

4 H OCH; OCHs H H

Figura 2. Alcaloides aporfinicos aislados de Ocotea discolor

Los compuestos 1 (12 mg) y 2 (7,0 mg) fueron identificados
como ocoxilonina y ocoteina, respectivamente, los cuales fueron
previamente aislados de las hojas y corteza Ocotea acutifolia (19).
Los compuestos 3 (30 mg) y 4 (20 mg) fueron identificados como
dicentrina, y 1,2-metilendioxi-3, 10, 11-trimetoxiaporfina, aislados
de las especies Cassytha filiformis (37) y Cissampelos capensis (38).

Los resultados del ensayo de actividad anti-TB demuestran que
todos los alcaloides aislados de la madera de Ocotea discolor inhiben
en cierta medida el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv. El rango de los valores de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) se encuentra entre 140 y 310 uM, siendo la
ocoteina (2) el alcaloide mas activo con un valor de MIC de 50 pg/
mL (140 uM), mientras que los otros compuestos muestran menor
inhibicién (Tabla 2).

Una comparacion estructural con algunos alcaloides similares
tales como 3-metoxinordomesticina y leucoxina (3, 6), indican que la
presencia del benzodioxol es un requisito estructural necesario para
la actividad anti-TB. Adicionalmente, la lipofilicidad juega un papel
significativo en la actividad, ya que la presencia de grupos hidroxilo
cerca al anillo que contiene la sustitucion metilendioxi, reduce el
efecto anti-TB, como lo demuestra la comparacion de la actividad
entre la ocoxilonina (1) y la ocoteina (2).

No hay duda que los alcaloides aporfinicos con sustitucion
metilenodioxi muestran una tendencia de actividad anti-TB, como lo
demuestran no solamente los alcaloides de este estudio, sino también
3-metoxinordomesticina, leucoxina, piperolactama A 'y (-)-
nordicentrina (38-40).

Conclusiones

Los alcaloides ocoxilonina (1), ocoteina (2), dicentrina (3) y 1,2-
metilendioxi-3,10,11-trimetoxiaporfina (4) se aislaron por técnicas
cromatograficas de la madera de Ocotea discolor. Los datos
espectroscopicos y la comparacion con la literatura, permitieron
determinar inequivocamente su estructura quimica. El ensayo de
actividad anti-TB confirmo la actividad promisoria de los alcaloides
aporfinicos que presentan sustitucion metilenodioxi en alguno de los
anillos que conforman el nucleo basico de aporfina. La continuacion
de los estudios detallados de los alcaloides presentes en las especies
neotropicales de la familia Lauracea puede arrojar nuevos esqueletos
anti-TB que podrian constituir un punto de partida para el desarrollo
de nuevos principios activos contra la tuberculosis.
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Tabla 1. Datos de resonancia magnética nuclear *Hy °C para los cuatro alcaloides aporfinicos aislados de Ocotea discolor

1 (CD:0D) 2 (CDCLy) 3 (CDCLy) 4 (CD:0D)
no. 5 | on(J=Hz) | o | on(J=Hz) | o | on(J=Hz) | o. | ou(J=Hz)
1 145.7 - 143.6 148.4 — 143.8 —
2 136.4 ---- 135.1 129.5 — 134.7 —
3 140.9 B 139.3 109.8 6.56's 140.6 —
3a 119.6 — 117.6 120.8 — 126.0 —
4 241 | 2.70-2.82m | 22.6 | 277291 m | 29.6 |2.51-259m | 243 | 2.85298m
Ha 3.04- Ha 3.07-
3.18m 3.20 m
5 54.2 Hb 2.42- 52.9 b 2.46-55 545 |3.61-3.77m | 489 | 3.20-333m
2.54m m
6a 63.5 | 3.12t(14.1) | 62.1 |3.20-3.34m | 63.9 |3.02-3.15m | 543 | 2.83-295m
Ha 2.02- 2784 gy | HaZ60- gy 5 15603 72m
5| ges L2M4m | oo | (140 271 m
Hb 3.59 dd 3.11dd Hb 3.02- 3.08-3.15m
(43,14.1) (4.3, 14.0) 3.18m 08-3.
Ta 115,3 — 123.5 ---- 117.7 — 128.8 —
8 148.2 -—-- 110.0 7.60 s 112.9 6.94 s 113.1 | 6.88d(7.9)
9 136.7 ---- 1479 | - 148.8 — 1120 | 74d(7.9)
10 152.7 147.8 — 149.9 — 150.1 —
11 103.4 723 s 111.1 6.77 s 112.0 7.70's 148.0 —
lla 128.0 -—-- 126.8 — 1278 | - 127.6 —
11b 112.5 o 111.3 — 105.3 — 111.2 —
llc 127.9 - 126.8 — 124.7 — 123.8 —
N-Me | 43.7 2.59s 43.5 2.61s 439 242s 439 2.11s
1,20- Ha593S Ha593s Ha5.95s Ha 5.95s
CHx-O 1022 Hb 6.07 S 1006 Hb 6.08 s 102.2 Hb 6.09 s 102.2 Hb 6.09 s
30-CHs | 59.9 4.00 S 59.5 4.01s — — — —
90-CH; | 61.2 3.80S 55.9 391s 56.4 3.89s 56.8 3.88s
1((:)1_(1)3- 56.3 3.84S 56.1 3.90s 56.6 3.86s 56.5 3.86s
11 O-
|- 599 | 398

Tabla 2. Actividad antituberculosa in vitro de la ocoxilonina (1), ocoteina (2), dicentrina (3) y 1,2-metilendioxi-3,10,11-trimetoxiaporfina (4)

Compuestos Concentracion Minima
Inhibitoria frente a M.
tuberculosis H37Rv (uM)
1 240
2 260
3 140
4 310
Rifampicina 80 nM
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Nanoparticulas de CuO y
su propiedad
antimicrobiana en cepas
intrahospitalarias

CuO nanoparticles and
their antimicrobial activity
against nosocomial strains

Nanoparticulas de CuO e
sua propriedade
antimicrobiana frente a
cepas intrahospitalares

Resumen

Abstract

Resumo

Empleando un prototipo de reactor, se
sintetizaron nanoparticulas (NPs) de CuO a
través del método de precipitacion a partir de
CuSO,-5H,0 y de Cu(CH,COO0),'H,0. Las
NPs obtenidas fueron caracterizadas mediante
XRD, FT-IR, TEM y SEM. La actividad
antimicrobiana de las NPs se determind
mediante el método de difusion en placa,
colocando 20 mg de NPs de CuO sobre cuatro
cepas intrahospitalarias o nosocomiales
aisladas de la Unidad de Cuidados Intensivos
de un hospital nacional de Lima norte
(Staphylococcus  epidermidis, Aerococcus
viridans, Ochrobactrum  anthropi 'y
Micrococcus lylae). La caracterizacion de las
NPs de CuO demostré que las sintetizadas a
partir de acetato (CuO—Acet) presentaron una
fase pura de CuO, mientras que las
sintetizadas a partir de sulfato (CuO-Sulf)
presentaron dos fases, donde la de CuO
representd mas del 84%. Los dominios
cristalinos del CuO—Acet y CuO-Sulf fueron
15 y 19 nm, respectivamente. Los halos de
inhibicion de las cepas estudiadas fueron
mayores para las NPs de CuO-Sulf que para
las NPs de CuO-Acet; solo para la cepa
Ochrobactrum anthropi se presentaron halos
similares para ambos tipos de NPs.

Using a prototype reactor, CuO nanoparticles
(NPs) were synthetized through the
precipitation  method, starting from
CuSO,-5H,0 and Cu(CH,;COO),-H,0. The
obtained NPs were characterized by XDR, FT-
IR, SEM, and TEM. The antimicrobial
activity of the NPs was determined by the
plate diffusion method, placing 20 mg of NPs
onto four nosocomial strains obtained from
north Lima national hospital Intensive-Care

Unit (Staphylococcus epidermidis,
Aerococcus viridans, Ochrobactrum
anthropic, and Micrococcus lylae). NPs

characterization = revealed  that  those
synthetized from acetate (CuO—Acet) shown
pure CuO phase, while those synthetized from
sulphate CuO—Sulf shown two phases where
CuO was the predominant one, having more
than 84%. The crystal domains for CuO-Acet
and CuO-Sulf were 15 and 19 nm,
respectively. The inhibition halos for the
studied strains were larger for CuO—Sulf NPs
than CuO-Acet NPs, only Ochrobactrum
anthropi displayed similar inhibition halos for
both types of NPs.

Usando um protétipo de reator, sintetizaram-
se nanoparticulas (NPs) de CuO pelo método
de precipitacdo a partir de CuSO,-5H,O e de
Cu(CH,CO0),'H,0. As NPs obtidas foram
caracterizadas por meio das seguintes
técnicas: XRD, FT-IR, TEM e SEM. A
atividade antimicrobiana das NPs foi
determinada pelo método de difusdo em placa,
colocando 20 mg de NPs de CuO sobre quatro
cepas nosocomiais isoladas de uma Unidade
de Terapia Intensiva no hospital nacional de
Lima norte (Staphylococcus epidermidis,
Aerococcus viridans, Ochrobactrum anthropic
e Micrococcus lylae). A caracterizagdo das
NPs de CuO mostrou que as nanoparticulas
sintetizadas a partir do acetato (CuO-Acet)
apresentavam uma fase pura de CuO,
enquanto que as sintetizadas a partir do
sulfato (CuO-Sulf), apresentaram duas fases
sendo a fase maior de CuO, com mais de
84%. Os dominios cristalinos de CuO—Acet y
CuO-Sulf foram 15 e 19 nm, respectivamente.
Os halos de inibi¢do das cepas estudadas
foram maiores para as NPs de CuO-Sulf do
que as NPs de CuO—Acet somente para a cepa
Ochrobactrum  anthropi,  apresentaram-se
halos de inibi¢ao parecidos.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana,
método de difusion en placa, cepas
nosocomiales, nanoparticulas de CuO.
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Nanoparticulas de CuO y su propiedad antimicrobiana en cepas intrahospitalarias

Introduccion

En la actualidad, se han estudiado las NPs de CuO debido a sus
promisorias propiedades antimicrobianas (/, 2). Asi lo demuestra su
efectividad frente a bacterias como Escherichia coli (3-5),
Pseudomona  aeruginosa (6), Klebsiella pneumoniae (5),
Enterococcus faecalis, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium
(7), Proteus vulgaris y Staphylococcus aureus. Ademas, se ha
evidenciado que las NPs de CuO, frente a bacterias como
Micrococcus  luteus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, muestran una
mayor actividad inhibitoria comparada con el halo de inhibicion
presentado por los hongos como Aspergillus flavus, Aspergillus niger
y Candida albicans (9). Otras investigaciones corroboran el efecto
inhibitorio de las NPs de CuO frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas, donde el tamafio de las nanoparticulas esta
correlacionado con su actividad antimicrobiana (10).

El CuO es usado en la industria cosmética y en prendas textiles
por sus propiedades antimicrobianas. Las fibras impregnadas con
NPs de CuO presentan un amplio espectro antimicrobiano y
antifungico (/1, 12), por tanto, su uso esta siendo desarrollado en
diferentes partes del mundo en el ambito de la salud publica (10, 13).

Investigaciones realizadas sobre telas recubiertas con NPs de
CuO mostraron una efectiva actividad antimicrobiana frente a los
microorganismos E. coli, K. pneumoniae, S. aureus y S. aureus
Meticilina Resistente (MRSA, por sus siglas en inglés), reduciendo
significativamente la presencia de estos microorganismos (11, 14).
También, se han demostrado las propiedades de las NPs de CuO
como agente bactericida frente a bacterias estandares (8, 15-17),
usandose como soporte en materiales inertes, sin embargo, no existen
referencias de su actividad bactericida frente a las bacterias
intrahospitalarias.

Ahora bien, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus
siglas en inglés) reportd que las infecciones nosocomiales o
intrahospitalarias (ITH) actualmente llamadas Infecciones Asociadas
a la Atencion de Salud (IAAS) (/8), son una importante causa de
morbilidad y mortalidad, lo que demuestra una calidad deficiente en
la atencion del sector salud (19).

A finales de 1998, el Ministerio de Salud del Pert promovio la
vigilancia, prevencion y control de las IAAS con la finalidad de
mejorar la calidad de atencion y, por consiguiente, disminuir la
morbilidad, mortalidad y costos hospitalarios (/8). Segtn estudios de
la Direccion General de Epidemiologia del Ministerio de Salud del
Peru, se reportaron tasas de prevalencia de IAAS de 4,8% para el
2014 y 3,9% para el 2015 (20). Por tanto, la toma de medidas de
bioseguridad en un medio donde se cuenta con pocos recursos
econoémicos y con alta presencia de las TAAS tiene vigencia e
importancia en la actualidad (20), teniendo en cuenta que el gasto por
paciente que reingresa al hospital es de alrededor de 150000 nuevos
soles (21) (aproximadamente 45000 USD), cantidad que podria
ahorrarse si se evitan los reingresos y por ende las complicaciones de
los pacientes.

Por otro lado, actualmente el Pert es el segundo productor de
cobre a nivel mundial y, en el mercado nacional, es viable acceder a
sales de cobre de grado técnico para uso industrial a muy bajos
costos. El tratamiento de estas sales, para darles un valor agregado,
es un aspecto de desarrollo tecnolégico importante a nivel nacional.
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Por tanto, en el presente trabajo se estudio la sintesis de CuO,
utilizando un prototipo de reactor disefiado para producir hasta 100 g
de NPs. Adicionalmente, se evalu6 la impregnacion de estas NPs en
textiles de algodon, como respuesta a la problematica nacional de
salud relacionada a las IAAS.

Materiales y métodos

Sintesis de las nanoparticulas de CuO

La sintesis se realizdo mediante el método de precipitacion (/6): se
preparon soluciones acuosas de 0,02 M a partir de sales precursoras
de acetato de cobre monohidratado (Cu(CH,COO),-H,0) de grado
quimicamente puro, Merck Millipore, Alemania y sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO,-5H,0) de grado técnico suministrado por la
empresa J.A. Elmer, Perl. Luego cada solucién de sal precursora
preparada se vertié en un reactor piloto de acero inoxidable (33” de
altura, 15” de diametro, motor de 1720 revoluciones por minuto
(rpm) y 0,37 kW de potencia, calentador por inmersiéon Rotkappe™
de marca MAZURCZAK) tal como se muestra en la Figura 1. La
reaccion se inici6 en 100 °C con agitacion vigorosa de 500 rpm,
luego se agregd una soluciéon de 0,1 M de hidroxido de sodio
(NaOH) con 99,0% de pureza de la marca Merck Millipore,
Alemania. Inmediatamente, se observd la formaciéon de un
precipitado marrén y para completar la reacciéon se mantuvo el
sistema en agitacion por 5 min. Posteriormente, el reactor fue
vaciado y las NPs de CuO fueron lavadas 3 veces con agua destilada
y secadas a 80 °C. Las NPs de CuO obtenidas a partir de las sales
precursoras de Cu(CH,COO),H,0 y CuSO,5H,0 fueron
denominadas de CuO-Acet y CuO-Sulf, respectivamente.

Figura 1. Esquema del reactor usado para la sintesis de las nanoparticulas de CuO. (a) motor, (b)
calentador, (c) aislamiento térmico, (d) ingreso de reactivos, (¢) deflector, (f) agitador, (g) pilares
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Difracciéon de rayos X

El estudio estructural de las NPS de CuO se realiz6 por difraccion de
rayos X empleando un difractometro PANalytical X'Pert Pro con una
radiacion CuK a (A = 1,5406 A), equipado con un contador de
centelleo y un monocromador de grafito a la salida del haz
difractado. Los datos se recolectaron en un rango de 20° <20 < 120°
con 0,02 ° de ancho de paso y una tasa de conteo no menor de 15 s
por paso. El ajuste del difractograma se realizé por el método de
Rietveld, utilizando el programa FullProf (22).

Microscopia electronica

La caracterizacion morfoldgica de las NPS de CuO se realizd por
microscopia electronica de barrido de emision de campo (FEGSEM
por sus siglas en inglés), utilizando el microscopio electrénico Zeiss
LEO 982 GEMINI, operado a 3 kV. Del mismo modo, se utilizd
microscopia electrénica de barrido y transmision (STEM/TEM)
empleando un microscopio electrénico de emision de campo de alta
resolucion JEOL JEM-2200FS operado a 200 kV con corrector de
aberracion esférica en modo STEM.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Otra caracterizacion de vibracion molecular de las NPs de CuO se
llev6 a cabo por espectroscopia infrarroja con Transformada de
Fourier (FTIR), empleando un espectrofotometro IR Prestige-21
Shimadzu utilizando la técnica de reflectancia atenuada total (ATR)
con rango de analisis de 4000 a 400 cm™.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se realizé el
muestreo de 432 superficies correspondientes a tres areas de UCI:
Emergencia (12 muestras), Quirtrgico (12 muestras) y Neonatologia
(12 muestras). En cada unidad se realizd el hisopado de tres
superficies diferentes tomando cuatro ejemplares de cada una de
ellas (manijas, barandas, incubadoras e historias clinicas). Las
muestras obtenidas fueron sembradas en medios de cultivo Agar
Tripticasa de Soya (TSA) y Agar MacConkey e incubadas a 37 °C
por 24 h. Finalmente, se realizo el recuento bacteriano en Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) y cada una de las colonias diferentes
fue repicada (accion de trasplantar de un medio de cultivo a otro) en
TSA para su posterior identificacion.

La identificacion de los microorganismos se realizo por pruebas
bioquimicas convencionales. Para la identificacion de las bacterias
Gram positivas se realizd la busqueda de las enzimas oxidasa,
catalasa, coagulasa y DNasa, tipos de hemolisis, fermentacion del
manitol, susceptibilidad a la bacitracina (0,04 Ul — Unidad
Internacional) y optoquina (clorhidrato de etilhidrocupreina) 5 ug,
logrando determinar el género bacteriano.

En el caso de las bacterias Gram negativas se realizaron pruebas
para determinar el tipo de fermentacion a los carbohidratos como
glucosa, lactosa y sacarosa a través del medio bioquimico Agar
Triple Azucar Hierro (TSI), presencia de la enzima lisina
descarboxilasa (LIA), presencia de motilidad y produccion de indol
(medio SIM), utilizacion de citrato como unica fuente de carbono y
presencia de acetil-metil-carbinol (acetoina) e hidrolisis de la urea
(23).
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Finalmente se aplico el sistema de identificacion multipruebas
Analytical Profile Index (API) de la empresa Biomérieux: API
Staph, API Strep para identificar bacterias Gram positivos, API 20E
para la Familia Enterobacteriaceac y API NE para las bacterias no
fermentadoras (24).

Para determinar la actividad antimicrobiana de las NPs de CuO
se utilizé el método de difusion en placa empleado en el Instituto de
Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés,)
(25). Este método es una modificacion del método cilindro placa de
cultivo de la Farmacopea Americana USP 32 (26), donde la
inhibicion bacteriana, mediante la difusion del principio activo de la
muestra a probar en un medio de cultivo sélido, es evidenciada con
la formacion de halos de inhibicion (25, 27). Se utiliza, ademas, un
cilindro de acero de 6 mm de diametro que se ubica al centro de la
placa, y dentro del cual se vierte un peso determinado de las
nanoparticulas (para este trabajo fue 20 mg), permitiendo que estas
se distribuyan unicamente en el diametro del cilindro (28).

Para cada una de las cepas intrahospitalarias aisladas e
identificadas (Staphylococcus epidermidis, Aerococcus viridans,
Ochrobactrum anthropi 'y Micrococcus Ilylae), se prepar6 un inoculo
con una turbidez equivalente a 0,5 de la escala de Mac Farland (29)
(1,5x10® UFC/ml) y se sembré por duplicado sobre la superficie del
medio de cultivo TSA, con ayuda de un hisopo estéril.
Posteriormente, en el centro de la placa con TSA se coloco el
cilindro de acero para inmediatamente afiadir 0,02 g de NPs de CuO.
Al finalizar, las placas se dejaron incubar a 37 °C por 24 h.

Aquellas cepas que presentaron halos de inhibicion fueron
medidas en mm con ayuda de un Vernier de marca Stanley
Hardened. Se realiz6 el mismo procedimiento con los controles:
como control positivo se tenian discos impregnados con 100 pL de
desinfectante a base de amonio cuaternario (dilucion 1/30), utilizado
actualmente en el sector salud; como control negativo, se emplearon
discos impregnados con 100 puL de agua destilada estéril. Todas las
siembras fueron realizadas por duplicado para cada uno de los
controles.

Resultados y discusion

Difraccion de rayos X

La Figura 2 muestra los patrones de difraccion de rayos X de las NPs
CuO-Acet y CuO-Sulf. CuO-Acet solamente muestra los picos de
difraccion correspondiente al CuO, mientras que CuO-Sulf, muestra
una segunda fase, identificada como Cu,SO,(HO), (16%). La fase de
CuO en ambas muestras present6 una ligera orientacion preferencial
del plano (001), cuya intensidad es mayor que la que corresponde a
una muestra de CuO sin orientacion preferencial.

Los parametros de red a, b, c y B de la celda monoclinica del
CuO fueron determinados por el refinamiento Rietveld de los datos,
usando el modelo y estructura inicial segin Asbrink y Norrby (30).
Se tuvo en cuenta la contribuciéon de los efectos del tamafio y la
tension interna al ensanchamiento del pico de difraccion; ambos
parametros fueron refinados empleando un modelo isotropico. Los
parametros estructurales y microestructurales obtenidos del
refinamiento Rietveld son mostrados en la Tabla 1.
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Figura 2. Difractogramas de rayos X de nanoparticulas de CuO obtenidas de (a) Cu(CH,CO0),H,0, (b) CuSO,5H,0

Tabla 1. Valores de los parametros de red, tamafio de cristalito promedio, D, y microtension promedio, €, para las muestra de NPs obtenidas (solo de la fase de CuO)

a(A) b (A) c(A) B(°) D nm g *
CuO-Acet | 4,6902 (1) | 3,4282(1) | 5,1384(1) |9934(1) |15,76(1) | 50,53(4)
CuO-Sulf | 4,6944 (1) | 3,4247(1) | 5,1431(1) | 99,40 (1) | 1920 (1) | 64,41(4)

Estos picos, indexados respecto al sistema cristalino monoclinico
(grupo espacial C2/c ), archivo N° 45 — 0937 de la base de datos del
International Centre for Diffraction Data (ICDD), son caracteristicos
de las NPs de CuO (8). La medida del tamafio del cristalito fue
estimado del refinamiento de Rietveld y la formula de Scherrer, con
valores de 15 y 19 nm para las NPs de CuO-Acet y CuO-Sulf,
respectivamente.

Microscopia electrénica

En la Figura 3 se muestra la caracterizacion morfoldégica por SEM de
las NPs sintetizadas a partir de dos tipos de sales precursoras. En las
Figuras 3a y 3b se muestran imagenes a baja (200 kX) y alta (400
kX) magnificacion, obtenidas con electrones secundarios de las NPs
de CuO-Acet, donde se observan conglomerados de particulas
cristalinas de apariencia redondeada con tamafos relativamente
heterogéneos que varian entre 20 y 100 nm. Las micrografias de las
Figuras 3¢ y 3d muestran la morfologia de las NPs de CuO-Sulf.
Estos cristales forman conglomerados laminares, cada uno de ellos
tiene particulas alargadas de varios tamafos que van entre 10 y 110
nm.

Las imagenes de la Figura 3 muestras dos morfologias que
diferencian las NPs de CuO-Acet y CuO-Sulf. Con la primera sal
precursora los aglomerados de CuO son mas redondeados que con
las obtenidas por la segunda, y presentan aglomerados laminares de
CuO alargados (forma de varillas).
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Figura 3. Micrografias electronicas de emision de campo de las nanoparticulas de CuO a
magnificaciones de (a, ¢) 200,000x y (b, d) 400,000x para muestras obtenidas a partir de
Cu(CH,CO0),H,0 y CuSO,5H,0, respectivamente
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Para determinar con mayor detalle las formas y la cristalinidad
de las particulas que conforman los conglomerados, se estudiaron las
muestras mediante STEM. Las imagenes se adquirieron en modo de
campo claro y contraste Z. La Figura 4 muestra las NPs de CuO-
Acet, las imagenes en campo claro (Figura 4a) y contraste Z (Figura
4b) muestran la forma de las particulas que conforman los
aglomerados de tamafio uniforme, en forma prismatica, cuyo ancho
es ~15 nm y largo de ~20 nm.

Figura 4. Micrografias electronicas de las nanoparticulas de CuO obtenidas de Cu(CH,COQ),H,0:
(a) campo brillante, (b) campo oscuro (c) espacio d, (d) patron de difraccion de nano haz

La imagen de la Figura 4c muestra a mayor magnificacion la
cristalinidad de las particulas. En esta imagen se ven distancias
interplanares que corresponden al CuO, cuyos valores estan
marcados en la imagen. El patron de difraccion de electrones (Figura
4d) corrobora la cristalinidad de las particulas, cuyas intensidades
indexan con CuO. Se indican los indices de Miller en la imagen. Esta
informacion es concordante con lo encontrado por XRD.

Figura 5. Micrografias electronicas de las nanoparticulas de CuO obtenidas de CuSO,H,0:
(a) campo brillante, (b) campo oscuro, (c) espacio d, (d) patron de difraccion de nano haz

La Figura 5 muestra en detalle la morfologia y la cristalinidad
de las NPs de CuO-Sulf; también la imagen en campo claro (Figura
5a) y contraste Z (Figura 5b) muestran el crecimiento alargado de las
particulas de CuO-Sulf, con diametro de ~10 nm y longitud de ~80
nm. Del mismo modo, la Figura 5c muestra las distancias
interplanares de las particulas, cuyos planos cristalinos pertenecen al
CuO. El patréon de difraccion de electrones muestra intensidades
semi-continuas a lo largo del circulo que muestran un crecimiento
textural de las NPs, debido a la monocristalinidad de cada una de las
particulas alargadas.

Ademas de estas particulas, la Figura 6 muestra la imagen de una
particula laminar que no fue encontrada en las imagenes por SEM.
La imagen de campo claro (Figura 6a) y campo oscuro (Figura 6b)
muestran que se encuentra con las particulas alargadas; la intensidad
uniforme en la particula laminar muestra que tiene un espesor
uniforme. En el patrén de difraccion de electrones (Figura 6¢) se
observan intensidades puntuales bien marcadas, las cuales
corresponden a la fase de CuSO,-H,0, cuyos indices de Miller estan
en color verde; las otras intensidades provienen de las particulas
alargadas.

Figura 6. Micrografias electronicas de las particulas CuSO,H,0 presentes junto con las
nanoparticulas de CuO: (a) campo brillante, (b) campo oscuro, (¢) patron de difraccion de nano haz

A partir de estas imagenes por microscopia electronica de
transmision, puede observarse que la sintesis de NPs prismaticas se
forma con el precursor acetato y, en el caso de las particulas
alargadas y laminares monocristalinas, con el precursor sulfato.
Usando diferentes tipos de precursores fue posible obtener particulas
con morfologias diferentes.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

En la Figura 7 se observa el espectro de transmision de las NPs (a)
CuO-Acet y (b) CuO-Sulf. Tanto para las Figuras 7a y 7b las bandas
formadas entre 2500 a 4000 cm™ son principalmente atribuidas al
modo stretching del enlace O-H en la superficie de las NPs de CuO.
Ademas de ello, para ambos espectros la banda formada alrededor de
1640 cm™ es correspondiente al modo bending del agua (12, 31).
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En la Figura 7a las bandas en 1550 cm™ y 1410 cm™ se pueden
atribuir al modo stretching del —COO y modo bending del —CH,
respectivamente (/2, 3/). Las bandas entre 800 a 1250 cm™,
especificamente en 1122 cm™ y 1085 cm™ de la Figura 7b pueden ser
correspondientes a los modos de vibracion del CuSO,-H,O
remanente sin reaccionar (32). Las bandas de absorcion infrarroja en
valores menores que 700 cm™ muestran los modos de vibracion
caracteristicos de las NPs de CuO. Las bandas en 473 cm” y 597
cm de la Figura 7a y las bandas en 477 cm™ y 592 cm™ de la Figura
7b corresponden al modo de vibracion stretching del enlace Cu-O
(12, 33).
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Figura 7. Espectros infrarojo con trasnformada de Fourier de nanoparticulas de CuO:
(a) Cu(CH,CO0),;H,0, (b) CuSO,;H,0

Actividad antimicrobiana

De la evaluacion de la actividad antimicrobiana, se observd que los
halos de inhibicién para el control positivo para Staphylococcus
epidermidis, Aerococcus viridans, Ochrobactrum anthropi 'y
Micrococcus lylae fueron de 21, 18, 7 y 19 mm, respectivamente,
mientras que para el control negativo fue de 6 mm para todas las
bacterias estudiadas. En la Figura 8 se muestra la formacion de halos
de inhibicion para las nanoparticulas de CuO-Acet para bacterias: (a)
Staphylococcus epidermidis (12 mm), (b) Aerococcus viridans (10
mm), (¢) Ochrobactrum anthropi (16 mm) y (d) Micrococcus lylae
(14 mm). Las nanoparticulas de CuO-Sulf presentaron los siguientes
halos de inhibicion: (e) Staphylococcus epidermidis (17 mm), (f)
Aerococcus viridans (13 mm), (g) Ochrobactrum anthropi (16 mm) y
(h) Micrococcus lylae (16 mm); la Tabla 2 muestra un resumen de
estos datos.
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También se visualiza claramente la presencia de un color azulado
oscuro alrededor de las NPs, lo que indica un proceso de formacién
de complejos de Cu** en el medio agar. Los iones del Cu** para el
caso de las NPs CuO-Acet, probablemente corresponden a un
proceso de disolucion de los atomos externos de las NPs. Para el
caso de las NPs CuO-Sulf, se puede esperar que los Cu*" provengan
también de la fase Cu,SO,(HO);.

Tabla 2. Valores de los diametros de los halos de inhibicion (mm) para las diferentes cepas intra-
hospitalarias enfrentadas a las NPs de CuO obtenido de diferentes reactivos. Se presentan
también los valores para los controles positivo (desinfectante a base de amonio cuaternario
diluido en 1/30) y negativo (agua destilada)

CuO-Acet CuO-Sulf Control Control
Cepa intrahospitalaria (mm) (mm) positivo negativo
(mm) (mm)
Staphylococcus epidermidis 12 17 21 6
Aerococcus viridans 10 13 18 6
Ochrobactrum anthropi 16 16 7 6
Micrococcus lylae 14 16 19 6

Una posible explicacion a la inhibicion bacteriana por parte de
las nanoparticulas de CuO podria ser la interaccion directa que se
estaria dando con la superficie de la membrana externa de la
bacteria. En este contexto, estudios realizados con 6xidos metalicos
sugieren que la actividad antimicrobiana estaria dandose por las
especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
producidas por la presencia de estos Oxidos. Alli, las especies de
oxigeno estarian interactuando con la membrana celular de la
bacteria y permitiendo el ingreso de las nanoparticulas a la célula
(34). Otros estudios realizados observan que el efecto antimicrobiano
de estas nanoparticulas aumenta con la concentracion utilizada, por
lo que probablemente esta inhibicion se deba al aumento de
interrupciones generadas por las nanoparticulas de CuO en la
superficie de la membrana de la célula generando asi un mal
funcionamiento de los componentes de la célula tales como el ADN,
lipidos, peptidoglicanos y proteinas (34, 35).

Muchos investigadores afirman que el mecanismo esencial para
la citotoxicidad que generan las nanoparticulas es la liberacion de
iones Cu** que reaccionan con los grupos tiol (SH) de las proteinas
presentes en la superficie de la membrana de la célula bacteriana.
Estas proteinas sobresalen de la membrana celular, permitiendo el
transporte de nutrientes a través de la pared celular. Las
nanoparticulas estarian inactivando estas proteinas, reduciendo la
permeabilidad de la membrana y llevando a la célula a la muerte (36,
37).

En este trabajo, la liberacion de los iones Cu** podria proceder
mas facilmente de las NPs de CuO-Sulf, dado que en ellas se
encuentra también una pequeiia cantidad de Cu,SO,(HO), el cual,
por su forma hidratada, interactia mas facilmente con el medio agar,
a diferencia de las NPs de CuO-Acet.
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Cepas CuO sintetizado de CuO sintetizado de
intrahospitalarias Cu(CH;C00),.H,0 Cu(S0,),.5H,0
(a) (e)
Staphylococcus epidermidis ' ‘
(b)
Aerococcus viridans '
% §Lh
(c) (2
Ochrobactrum anthropi 1
(d) (h)
Micrococcus lylae ,j .{" .
Figura 8. Actividad antimicrobiana de nanoparticulas de CuQ obtenidas de (a-d) Cu(CH,CO0),H,0, (e-h) CuSO,5H,0
Otros trabajos de investigacion han demostrado que las células Conclusiones

bacterianas, luego de la fijacion inicial a una superficie, se mantienen
unidas por un polimero extracelular y forman una biopelicula.
Entonces, suprimir la formacion de la biopelicula es una forma de
prevenir o evitar el crecimiento de las bacterias (38). Asi, se ha
observado que recubrimientos delgados de ZnO que tienen una
superficie compuesta de agujas de tamafio nanométrico, pueden
penetrar en la membrana celular cuando estan en contacto. Ademas,
tales caracteristicas de la estructura superficial de la pelicula de ZnO
afecta la ltima etapa del desarrollo de la biopelicula. Por lo anterior,
el efecto combinado de las caracteristicas nanoscopicas de la aguja y
las propiedades antibacterianas del ZnO son los responsables del
menor nimero de bacterias en una superficie (39, 40). Se puede decir
entonces, de manera analoga, que la morfologia alargada y laminar
de las NPs de CuO-Sulf favorece la interaccién de estas con la
membrana celular de las bacterias a diferencia de las NPs de CuO-
Acet que presentaron forma globular.
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La caracterizacion de las NPs de CuO demostré que cuando son
sintetizadas a partir de Cu(CH;COO),"H,O presentan una fase de
CuO pura, mientras que si se sintetizan a partir de CuSO,-5H,0
presentan dos fases, siendo la fase mayoritaria de CuO. Lo anterior
puede deberse a la pureza grado técnico de la sal precursora. Sin
embargo, se puede observar que ambos tipos de NPs tienen un efecto
antimicrobiano frente a las diferentes cepas intrahospitalarias de un
hospital nacional de Lima norte.

Los halos de inhibicién de las cepas estudiadas fueron mayores
para las NPs de CuO obtenidas a partir de CuSO,-5H,0 que para las
obtenidas a partir de Cu(CH,COO),'H,O; solo para la cepa
Ochrobactrum anthropi presentan halos similares. Este hecho se
sustentaria, no solo en la pureza del CuO, sino también debido a que
la morfologia de las NPs de CuO de formas alargadas y laminares,
obtenidas a partir de CuSO,5H,0, podrian dafiar con mayor
facilidad la membrana celular de las bacterias, lo que conllevaria a la
inactivacion de las mismas.
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Caracterizacion de filtros
comerciales para agua a
base de carbon activado
para el tratamiento de
agua del rio Tumbes - Peru

Characterization of water
commercial filters based
on activated carbon for
water treatment of the
Tumbes river - Peru

Caracterizacao de carvao
ativado de filtros
comerciais para tratamento
da agua do rio Tumbes -
Peru

Resumen

Abstract

Resumo

Se caracterizaron y se evaluaron carbones
activados comerciales (A, B, C y D)
utilizados en filtros para el tratamiento de
agua en la descontaminacion de metales
pesados presentes en agua de rio y en la
eliminacion de microorganismos coliformes;
los carbones comerciales resultaron tener
estructuras microporosas y mesoporosas. Se
determinaron areas superficiales entre 705 y
906 m*/g. Los carbones fueron amorfos y se
detecto6 la  presencia de  agentes
antibacterianos, tales como Ag, CI, Cu y Si.
Se determind que para el As y Pb, cuyas
concentraciones iniciales en el agua
contaminada (agua del Rio Tumbes-Pert)
fueron 56,7 y 224,0 ug/L, respectivamente,
el porcentaje de adsorcion fue cercano al
100%. También se encontr6 que la relacion
entre el pH de carga cero de los carbones y
pH del agua del rio durante los experimentos
juega un rol determinante en la adsorcion de
los elementos analizados. Por otro lado, la
capacidad antibacteriana fue evaluada
satisfactoriamente frente a las siguientes
cepas de bacterias gram negativas fecales:
Escherichia  coli ~ (ATCC®  25922™),
Salmonella typhimurium (ATCC® 14028™) y
Shigella flexneri (ATCC® 12022™). Esta
capacidad se basa en la presencia superficial
en los carbones de los agentes
antibacterianos mencionados.

Comercial activated carbon samples (A, B,
C, and D) used in filters for the treatment of
water were characterized and evaluated in the
decontamination of heavy metals present in
river water and in the elimination of coliform
microorganisms. The carbon samples had
microporous and mesoporous structures.
Surface areas of between 705 and 906 m%/g
were found. The carbon samples were
amorphous and the presence of antibacterial
agents such as Ag, Cl, Cu, and Si was
detected. It was determined that for As and
Pb, whose initial concentrations in
contaminated water (water of the Tumbes
river-Peru) were 56.7 and 224.0 pg/L,
respectively, the percentage of adsorption
was close to 100%. The relationship between
point of zero charge pH of the activated
carbons and pH of the river water during the
experiments plays a determinant role in the
adsorption of the analyzed elements. The
antibacterial ~ capacity = was  evaluated
satisfactorily against the following strains of
fecal gram negative bacteria: Escherichia
coli  (ATCC®  25922™),  Salmonella
typhimurium (ATCC® 14028™), and Shigella
flexneri (ATCC® 12022™). This ability is
based on the surface presence in the carbons
of the mentioned antibacterial agents.

Carvoes ativados comerciais (A, B, C e D)
usado em filtros para o tratamento de agua
foram caracterizados e avaliados na
descontaminacdo de metais pesados da agua
do rio e para a remogdo de microrganismos
coliformes. Os carvdes comerciais mostraram
estruturas  microporosas € mESOpPOrosas.
Foram determinadas as 4reas superficiais
entre 705 € 906 m*/g. As amostras de carvio
foram amorfas e foi detectada a presenca de
agentes antibacterianos, tais como Ag, Cl, Cu
e Si. Determinou-se que, no caso de As e Pb,
cujas concentracdes iniciais na agua
contaminada (agua do rio Tumbes-Peru)
foram de 56,7 e 224,0 pg/L respectivamente,
a taxa de adsorcdo foi de quase 100%.
Também foi econtrado que e a relagdo entre o
pH de carga zero dos carvoes e o pH da agua
do rio durante as experiéncias desempenha
um papel decisivo na adsor¢do dos elementos
analisados. Além disso, a capacidade
antibacteriana foi avaliada com sucesso contra
as seguintes variedades de bactérias gram
negativas de origem fecal: Escherichia coli
(ATCC® 25922™), Salmonella typhimurium
(ATCC®™ 14028™) e Shigella flexneri (ATCC®
12022™). Esta capacidade esta baseada na
presenga de agentes bacterianos na superficie
dos carvdes.

Keywords: carbon activado, adsorcion de As
y Pb, remocion de bacterias fecales.

Palabras clave: activated carbon, adsorption
of As and Pb, removal of fecal bacteria.

Palavras-Chave: carvao ativado, adsorgdo de
As e Pb, remogao de bactérias fecais.
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Introduccion

La contaminacion del agua en el Perti se ha convertido en un grave
problema que alcanza distintos territorios y genera diferentes
dificultades. Una de estas dificultades estd relacionada con el
deterioro de la calidad del agua del Rio Tumbes por el vertimiento de
metales pesados y otros elementos, producto de la mineria artesanal,
y por la carga organica y microbiana, producto de la actividad urbana
en la parte alta de la cuenca.

El Rio Tumbes es un rio binacional que nace en Ecuador en
cuya parte alta, cerca de las poblaciones de Portobello y Zaruma, se
desarrolla ilegalmente mineria aurifera artesanal. A su vez, las
poblaciones ubicadas en la parte alta de la cuenca vierten sus aguas
residuales, tratadas y sin tratar, al cauce del Rio Tumbes cargandolo
de materia organica y bacterias fecales (/).

Durante el afio 2014, el Proyecto de Modernizacion del Recurso
Hidrico, manejado por la Autoridad Nacional del Agua (2),
establecid que 52% de los parametros analizados en el Rio Tumbes
excedieron los estandares de calidad ambiental de agua (3). Dentro
de estos parametros se encontraron niveles altos de los coliformes
fecales y cantidades totales de elementos como: P, Al, Sb, As, Cd, Fe,
Mn y Pb. Esto afecta a las poblaciones rurales que toman el agua del
rio de manera directa o con un tratamiento muy precario. A pesar de
este problema sanitario, no se han establecido medidas concretas que
puedan servir para mitigar los efectos de la contaminacion del Rio
Tumbes.

Los metales pesados y los metaloides son uno de los principales
grupos inorganicos contaminantes del agua y son altamente
peligrosos para el ser humano. Este peligro se debe a que pequetias
concentraciones metalicas tienen la capacidad de bioacumularse en
el organismo y son causa de varios problemas de salud que pueden
derivar incluso en cancer (4), como ocurre con el As, Cd y Pb, entre
los mas peligrosos. Al respecto, los estandares de calidad ambiental
(5) definen para la categoria A: poblacional y recreacional;
subcategoria Al: aguas que pueden ser potabilizadas con
desinfeccion, que las concentraciones maximas permitidas de As, Cd
y Pbson 10, 3 y 10 pg/L, respectivamente.

El agua potable en el Pert ha sido definida en el Reglamento de
la Calidad del Agua para Consumo Humano establecido en la norma
vigente (Decreto Legislativo Supremo N° 031-2010-SA) (6), que
establece como limites permisibles un maximo de 500 bacterias
heterotréficas por mL y ausencia absoluta de coliformes totales y
fecales. De los muchos microorganismos infecciosos que se pueden
encontrar en el agua destacan bacterias como Escherichia coli,
Salmonella typhimurium y Shigella flexneri. Estos microorganismos
pueden provocar sintomas como nauseas, vOmitos, diarrea y
calambres estomacales. En personas adultas, con un buen estado de
salud, pueden ocasionar enfermedades leves y de poca duracion,
mientras que en bebés, nifios, ancianos y personas con el sistema
inmunoldgico deprimido pueden revestir mayor gravedad.

Actualmente existe una serie de filtros comerciales en el mercado
que contienen distintos materiales adsorbentes, algunos de ellos con
propiedad antibacteriana, los cuales han sido diseflados para el
tratamiento final del agua para consumo humano. Estos filtros son
usualmente colocados a la salida del grifo de agua potable para dar
un tratamiento final al agua de consumo y, aparentemente, aseguran
la reduccion de compuestos organicos e inorganicos que podria
contener el agua, asi como la eliminacion del 99,9 % de los
microorganismos presentes. Por lo anterior, estos filtros han sido
considerados como una opcion viable para ser usados en las areas
rurales de Tumbes y conseguir agua apta para el consumo humano.
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Asi, la presente investigacion tiene por objetivo caracterizar los
materiales que componen los filtros comerciales (A, B, C y D) que
reportan usar carbon activado como material adsorbente y evaluar su
potencial uso en el tratamiento del agua del Rio Tumbes. Son muy
escasas las  investigaciones  realizadas con  soluciones
multicomponentes como agua real contaminada, evaluando Ia
presencia de otros cationes y aniones en ella. Ademas, se evaluo la
relacion entre las propiedades de los carbones, su capacidad de
adsorcion de metales y su actividad antibacteriana.

Materiales y métodos

Fueron extraidos de sus respectivos cartuchos cuatro materiales
procedentes de filtros comerciales (A, B, C y D), utilizados en el
tratamiento final del agua para consumo humano y comercializados
en los principales centros comerciales del pais. Después fueron
molidos y finalmente tamizados a un tamafio de particula menor de
0,25 mm. A pesar de que sus propiedades puedan variar, debido a que
el tamafio de particula influye en la adsorciéon, es necesario
homogenizar los tamafos de grano de las muestras en estudio para
luego poder compararlos.

Estos materiales se caracterizaron desde el punto de vista
morfologico, estructural, textural y quimico. Las propiedades
morfologicas fueron determinadas mediante microscopia electronica
de barrido, utilizando un microscopio electrénico con emision de
campo (FESEM, por sus siglas en inglés) marca Zeiss modelo Ultra
Plus (Carl Zeiss AG, Alemania). Este microscopio electronico tuvo
acoplado un espectrometro de energia dispersa (EDS) INCA® x-act
(Oxford Instruments, Reino Unido) que permitié la determinacion de
algunos de los componentes superficiales de los materiales
estudiados. Para obtener las imagenes con el FESEM las muestras
fueron recubiertas con platino, mientras que para la obtencion de los
espectros EDS se utilizd un recubrimiento de carbono con las
muestras en su tamaiio original.

El estudio estructural de los materiales se realizé empleando un
difractometro de rayos X marca Siemens (Siemens AG, Alemania)
modelo D5000 operado con radiacion CuKa.

Para el andlisis textural se utiliz6 la técnica de adsorcion-
desorcion con N, a 77 K en un analizador de 4rea superficial Gemini
VII 2390 (Micromeritics, USA). El area superficial especifica (Sggr)
fue determinada con el método desarrollado por Brunauer—-Emmett—
Teller (BET) de acuerdo a lo recomendado por la IUPAC (7). El valor
del volumen total o neto (V,.) se calculd a partir del valor del
volumen (de gas) en la isoterma de adsorcion de N, para la presion
relativa mas cercana al valor 0,999. Los valores del volumen de
microporos (V) Y area superficial mesoporosa (S,.,) S€
calcularon mediante el método de #-plot usando la ecuacion de la
norma ASTM standard D-6556-01 (8). La distribucion de tamanos de
mesoporos se realizd utilizando el modelo de Horvath-Kawazoe,
suponiendo una geometria de poros de ranura (slit pore geometry)
9).

El punto de carga cero (pHp,.) fue determinado mediante el
metodo de pH drift, para lo cual se prepararon soluciones 0,01 M de
KNO, burbujeadas con N, durante 40 min. Se pusieron 50 mL de
estas soluciones en diferentes frascos y se modifico el pH para
alcanzar valores entre 3 y 10 (8 puntos en total). Estos valores de pH
fueron alcanzados mediante la adicion de soluciones de 0,1 y 0,01 M
de NaOH y H,SO,, respectivamente.
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Se coloco en cada frasco 0,1 g de las muestras de carbdn activado
y se mantuvo en agitacion por 48 h hasta alcanzar el equilibrio.
Luego, las muestras fueron filtradas y el pH final fue medido. El
pHp,c fue calculado de la intercepcion entre la curva pHyca VS PHina
y la curva resultante del supuesto que pH,,;;, €s igual a pHg,,, (10).

Para las medidas de cinética de adsorcidn, la recoleccion de la
muestra de agua se realiz6 en el Rio Tumbes en la zona de Cabo Inga
(Frontera Peru-Ecuador), durante la época de estiaje (mes de
Diciembre), considerando que en esta época se tiene la concentracion
maxima de contaminantes en el agua, a diferencia de la época
lluviosa donde esta concentracion se diluye. Inmediatamente después
del muestreo del agua, esta fue acidificada con 4cido nitrico hasta
llegar a un pH < 3, con la finalidad de evitar la precipitacion de los
metales pesados y otros elementos. Antes de los experimentos, el pH
del agua se reguld a valores entre 6 y 6,5 para acercarse al valor de
pH real del rio de 7.

Para las pruebas cinéticas se utilizé un volumen de agua de 200
mL en erlemeyers de 250 mL y se les adicion6 una concentracion de
carbon activado de 1 g/L; la mezcla se mantuvo en agitacion
constante en un agitador magnético. Se tomaron 9 alicuotas de 10 mL
por vez, a diferentes periodos de tiempo entre el inicio y los 300 min
de duracion de los experimentos. Estas alicuotas se filtraron a través
de papel filtro Whatman®™ 1. Los porcentajes de adsorcion (%Ads)
fueron calculados para los distintos tiempos de muestreo en base a la
ecuacion [1] (9):

%Ads = =

x 100 [1]

donde C; es la concentracion inicial del elemento contaminante
(ng/L) y C, es la concentracion del elemento contaminante (pg/L) en
el tiempo t (min).

Se midieron especificamente los contenidos de As y Pb durante
las pruebas cinéticas, sin embargo, se hizo un andlisis elemental
completo al inicio y al final, luego de los 300 min de adsorcion.
Todos los analisis elementales en el agua se realizaron en un equipo
ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer) marca
Thermo Fisher Scientific (USA) modelo X Series 2 ICP-MS.

La determinacion de las propiedades antibacterianas de los
materiales se realizé utilizando las siguientes cepas bacterianas
fecales estandar gram negativas: Escherichia coli (ATCC® 25922™),
Salmonella typhimurium (ATCC® 14028™) y Shigella flexneri
(ATCC® 12022™). Las cepas bacterianas se cultivaron en caldo Luria
(Luria broth) a 36 °C + 1 por 24 h. Luego se centrifugaron por 15 min
a 3500 rpm, y el sedimento resultante se resuspendiéo en 3 mL de
solucion salina fisiologica (0,9% NaCl); este procedimiento se realizd
dos veces. A partir de las células lavadas en suspension, se prepararon
diluciones de 10 mL para obtener concentraciones de
aproximadamente 10° UFC/mL para las tres cepas, de acuerdo al
método del tubo de McFarland (con un 10% de variacion), a las
cuales se le agregaron 10 mg del material a evaluar. Las suspensiones
se agitaron a temperatura ambiente por 2 h. Los conteos de los
microorganismos viables de las cepas se realizaron cada 30 min hasta
un tiempo de 120 min. Para ello se tom6 0,1 mL de la solucion
tratada y se diluy6 para asegurar que el crecimiento de las colonias
permitiera el conteo facil y correcto. La solucion diluida se sembro en
15 mL de agar Mueller-Hinton, y se incubd a 37 °C por 24 h. Cada
evaluacion se realizd por triplicado y los valores obtenidos se
promediaron (//-13). Lo que se reportd en resultados corresponde a
la eliminacion de microorganismos a traves del tiempo expresada en
porcentaje (%) respecto de la concentracion inicial de
microorganismos.
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Resultados y discusion

Caracterizacion de los carbones activados comerciales

En la Figura 1 se muestran las imagenes FESEM de los carbones
activados comerciales estudiados. Para el caso del carbon activado A
se identificaron dos tipos de estructuras: una de morfologia irregular
(que en la micrografia de menos magnificacion se muestra algo
triangular) correspondiente al carbon activado, y la otra de forma
perfectamente esférica del orden de 500 um de didmetro. En el caso
de las particulas de carbon activado, estas mostraron una estructura
altamente porosa con poros irregulares que estaban en el orden de 0,5
a 3,0 um, mientras que las esferas no presentaron porosidad, pero en
su superficie se encontraron particulas de 0,5 a 1,0 pm distribuidas
homogeneamente.

La muestra B result6 altamente porosa, caracteristica del carbon
activado. Se observaron superficies con relieves escarpados sobre las
cuales se reconocieron poros con un tamafio promedio de ~1 um con
formas irregulares. Ademas, se reconoci6 la presencia de pequefios
trozos en la superficie del carbon los cuales, en base al analisis de
EDX, se han identificado como trozos del mismo carbon y otros son
impurezas que podrian provenir de la materia prima o de la
interaccion de los componentes de la materia prima durante el
proceso de carbonizacion en la produccion del material. Estas
impurezas fueron compuestos a base de Al y Si.

La estructura del material C mostré una fibra de tejido que
soportaba un material amorfo y poroso. Este material se conoce como
tejido de carbon activado (cloth activated carbon) (14), constituido
por fibras de un polimero (que por lo general es celulosa) cubiertas
con carbon activado. Es posible apreciar cierta porosidad en los
carbones activados, sin embargo, los poros no son tan prominentes
como en los casos anteriores.

La muestra D present6 a baja magnificacion la estructura rocosa
tipica del carbon activado. Este material se distinguié por mostrar una
estructura porosa muy ordenada con formaciones tipo panal de
abejas; la forma de los poros fue bastante regular y tipo ovoide.

Esta porosidad identificada en los carbones activados de los
filtros comerciales analizados es importante desde el punto de vista
de acceso de los agentes contaminantes (de naturaleza inorganica y/o
organica) del medio acuoso hacia el interior de los mismos y su
contacto con los sitios activos de adsorcion o agentes antimicrobianos
que podrian contener estos materiales y a los que se debe su
capacidad descontaminante.

La determinacion elemental de algunas zonas superficiales de los
materiales estudiados se realizo6 a través de EDS. La Figura 2 muestra
los espectros obtenidos para las zonas indicadas en las imagenes
respectivas. Asi, se confirma que el material corresponde a una matriz
de carbon que contiene Al como impureza (Figura 2a). La estructura
esférica del material (Figura 2b) contiene elementos como K, Cly Ag
(Figura 2c); estos dos ultimos con propiedades antibacterianas
conocidas (15).

El material B esta constituido basicamente por carbono (el cual
fue extraido de la composicion elemental, Figura 3), contiene
elementos como Mg, Al, Fe, K y Si, los que podrian provenir
basicamente de la composicion de la materia prima precursora (que
por lo general es carbon mineral) o del agente quimico activador en el
caso que haya sido activado quimicamente.
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Figura 3. La micrografias a la izquierda muestran las dos regiones (ab) donde se realizé el analisis
EDS de la muestra B, cuyos espectros se representan en las figuras de la derecha

El material C (Figura 4a-c) muestra mayor cantidad de elementos
entre los que se encuentran Cu, Si, P, S, Cl, Mg, Al y Ca, los cuales
también podrian derivarse de la composicion propia del agente
precursor, asi como de los posibles insumos quimicos utilizados
durante la produccién del carbon.

Figura 1. Micrografias de FESEM de las muestras de los materiales contenidos en los filtros

comerciales A, B, Cy D, tomadas a diferentes magnificaciones
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Figura 4. La micrografias a la izquierda muestran las tres regiones (a-c) donde se realizo el analisis
EDS de la muestra C, cuyos espectros se representan en las figuras de la derecha
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La composicion de la muestra D se observa en la Figura Sa-c. En
Figura 2. La micrografias a la izquierda muestran la region donde se realizd el anlisis EDS estas micrografias Qestaga la presencia d? Ag que se presenta en
de la muestra A, cuyos espectros se representan en las figuras de la derecha. La figura (a) forma de cimulos cristalinos en la superficie de una matriz de carbon

muestra el analisis EDS de las particulas de carbdn activado, mientras que las figuras (b) y que corresponde al carbon activado. Adicionalmente se aprecia la
(c) corresponde a distintas regiones de las particulas esféricas .
presencia de Sy CL

40 Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (3), 37-45.




Caracterizaciéon de filtros comerciales para agua a base de carbén activado para el tratamiento de agua del rio Tumbes - Peru

0 2
ull Scale 13625 cts Cursor: 0.000

o 1 2
ull Scale 11678 cts Cursor: 0.000 keV|

Elocton image 1

0 1 2

ull Scale 11678 cts Cursor: 0.000

Figura 5. La micrografias a la izquierda muestran las tres regiones (a-c) donde se realizo el andlisis
EDS de la muestra B, cuyos espectros se representan en las figuras de la derecha

En la Tabla 1 se resumen los elementos, distintos de C y O,
encontrados en los carbones activados analizados con EDS.

Tabla 1. Elementos (distintos de C y O) presentes en los materiales adsorbentes estudiados
usando la técnica de EDS

Muestra de carbon Elementos

A-Morfologia irregular Al

A-Morfologia esférica Ag, Cl, K

B Al, Fe, K, Mg, Si

C Al Ca, Cl, Cu, Mg, P, S, Si
D Ag, CL S

La Figura 6 muestra las isotermas de adsorcion de N, a 77 K (Fig.
6a) y la distribucion de tamafio de poros en la region mesoporosa
(Fig. 6b) para las muestras analizadas. Las isotermas de adsorcion de
nitrégeno de todos los carbones concuerdan con la forma de la
isoterma tipo I(b) de acuerdo a la ITUPAC (7) que corresponde a
materiales con un amplio rango de poros que incluyen microporos
cercanos a los 2 nm y mesoporos estrechos (< 2,5 nm). Sin embargo,
las isotermas presentan histéresis tipo H4, lo que hace suponer la
presencia de mesoporos en la estructura. Esta histéresis es mas
notoria en el caso de los carbones B, C y D, mientras que en la
muestra A es menos perceptible.
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Figura 6. (a) Isotermas de adsorcion de nitrogeno (77 K) y (b) distribucion de poros en la region
mesoporosa de las muestras analizadas

La Figura 6b muestra la distribucion de mesoporos en los
materiales estudiados. Las muestras A, B y C presentan una
distribucion de poros similar con una mayor cantidad de poros con
tamafios entre 2 y 10 nm, mientras que en la muestra D la cantidad de
poros esta casi homogéneamente distribuida en todo el rango
mesoporoso (2—-50 nm). Incluso en la muestra D se muestra mayor
cantidad de poros en la region macroporosa (mayor de 50 nm)
comparado con el resto de muestras, coincidiendo con las
micrografias de microscopia electronica de la muestra en cuestion
(Figura 1).

En la Tabla 2 se muestran los valores medidos de las propiedades
texturales de los materiales estudiados. Todos los materiales
mostraron valores de é4rea superficial menores de 1000 m*/g. Los
valores obtenidos de la razon entre el drea mesoporsa respecto al area
especifica total (5 Smeso >y la razén del volumen de microporos respecto
al volumen total de poros (V"“C“’) de los materiales estudiados verifica
lo mencionado respecto de I ‘haturaleza principalmente microporosa
de las muestras con presencia de mesoporos.

Tabla 2. Propiedades texturales y valores de pH del punto de carga cero (pH.,) de los carbones
activados estudiados

SBET Sieso Smﬂ Vet Vmicro Vinicro
Muestra SBET Viet | pHpze
(m¥g) | (m¥g) | (%) |(em’/g)iq | (emVeiq | (%)
A 705 43 6,1 0,37 0,34 91,9 52
B 816 39 5,0 0,44 0,40 90,9 6,2
C 906 58 6,4 0,48 0,43 89,6 7,0
D 780 44 5,6 0,42 0,39 92,9 7,0

El punto de carga cero, ademas de indicar el valor de pH donde
la carga del material es igual a cero a nivel de su superficie interna y
externa, indica el caracter acido o basico de los materiales
relacionado con la naturaleza de los grupos funcionales (/6). De
acuerdo a los valores de la Tabla 2, para este parametro los carbones
C y D presentan un caracter neutro, mientras que el carbon B un
caracter ligeramente acido y el carbon A un caracter acido.

Los difractogramas de rayos X de los materiales provenientes de
los filtros comerciales se muestran en la Figura 7. Los picos anchos
que se observan y que estdn aproximadamente en 23° y 42°
corresponden a los planos (002) y (101) correspondientes al grafito

7).
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Los picos anchos de difraccion sugieren que la muestra tiene una
estructura muy desordenada y amorfa. Se observa que la muestra A es
amorfa y tiene el pico ancho correspondiente al carbon activado
superpuesto a otro pico ancho que aparece en 18°, este puede ser
correspondiente a las esferas que se observan por microscopia
electrénica. Las muestras B y C son amorfas, mientras que la muestra
D, ademas de los picos anchos correspondientes al carbon activado,
presenta los picos caracteristicos de la Ag metalica (identificado con

*) (18).

N, E

El pH es un factor relevante sobre los estados de oxidacion en el
que se encuentran presentes los metales, asi como sobre las
propiedades superficiales del adsorbente, de ahi que influya en el
porcentaje de adsorcion (/9). En la Figura 9 se muestra el
comportamiento del pH durante el experimento de adsorcion, asi
como los valores de pHp, para cada muestra de carbon. Para el caso
de los carbones activados B, C y D los valores de pH aumentaron
ligeramente respecto del valor inicial 6, llegando en algunos casos
hasta valores ~7, mientras que para la muestra A el valor de pH se
redujo respecto del pH inicial hasta valores ~ 4.
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Figura 7. Difractogramas de rayos X de los materiales provenientes de los filtros comerciales A, B,
CyD

A pesar de que la muestra A contiene Ag de acuerdo al analisis
de EDS, al parecer las cantidades de este elemento son menores del
limite de deteccion de la difraccion de rayos X, que corresponde a
contenidos mayores a 1% p/p de los compuestos cristalinos presentes
en la muestra.

Adsorciéon de metales pesados por los materiales
estudiados

El porcentaje de adsorcion de As y de Pb obtenido con todos los
materiales se muestra en la Figura 8. Especificamente para el caso del
As (Figura 8a) se obtuvo una remocion cercana al 100% a los 10 min.
Para el caso del Pb (Figura 8b) las muestras de carbones B, C y D
también alcanzaron valores de remocion cercanos al 100% en menos
de 10 min. Sin embargo, en el caso de la muestra A el porcentaje de
remocion fue cercano a 80% en los primeros 5 min, luego disminuyo
hasta los 50 min para finalmente aumentar progresivamente y llegar a
un valor cercano a 100% a los 300 min.
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Figura 8. Porcentaje de adsorcion de As (a) y Pb (b) contenido en el agua del Rio Tumbes
utilizando los materiales comerciales estudiados A, B, Cy D
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Figura 9. Comportamiento del pH durante los experimentos y los respectivos pH, de los
materiales estudiados A, B, Cy D

Cuando el pH de la solucion se encuentra por debajo del pHp,
del carbdn activado, la carga neta es predominantemente positiva,
favoreciendo la adsorcion de aniones, pero cuando el pH es superior
al valor del pHpy, la carga neta del carbon es negativa favoreciendo
la adsorcién de cationes (/9). Sin embargo, cuando el pH de la
solucion estd cerca del valor del pHp,e, el carbon presenta carga
neutra, pudiendo adsorber tanto aniones como cationes. Este hecho
permitiria explicar la situacion particular del comportamiento del
porcentaje de adsorcion de Pb por parte de la muestra de carbon A.
De acuerdo a las condiciones de las soluciones utilizadas en las
pruebas de adsorcién de Pb, se encuentra como cation Pb** (20) y el
carbon tendria una carga neta positiva. Por esto, debido a la repulsion
electrostatica entre la superficie del carbon y el cation Pb* se
dificulta la adsorcion del mismo.

Como se muestra para los carbones B, C y D el cambio del pH
oscilo a un nivel cercano de sus respectivos pHy,c, por lo que fueron
capaces de adsorber el cation Pb*" y el anién arsénico (AsO,>), el
cual en las condiciones del experimento se encontraria como
oxianiones negativos (21).

Otro de los factores a tener en cuenta en los procesos de adsorcion
es la caracterizacion textural de los materiales adsorbentes. En este
caso todos los materiales son micro-mesoporosos, caracteristica que
permite facilitar el acceso del agua de rio con los contaminantes hacia
los sitios activos de los materiales para su adsorcién; una menor area
superficial denota una menor presencia de sitios activos para la
adsorcion de contaminantes. En este sentido, el carbon A presenta la
menor area superficial especifica, area mesoporosa y volumen de
poros, respecto a los demas carbones. Esto reduce la posibilidad de
acceso del agua hacia los sitios activos, asi como también disminuye
la presencia de sitios activos de adsorcion sobre su superficie. Este
factor, junto a la relacion del pH de la solucion (agua del rio) durante
los experimentos y el pHp,. de la muestra, explicarian la menor
adsorcion de As por parte de la muestra.
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En la Tabla 3 se muestran los resultados de la caracterizacion
inicial del agua contaminada del Rio Tumbes y de las diferentes
muestras de agua luego de los 300 min de duracién de los
experimentos de adsorcion acorde al material utilizado. Se observa
que las concentraciones de As y Pb son reducidas en todos los casos
hasta valores cercanos o por debajo del estandar de calidad de agua
(Categoria A y Subcategoria A1, 10 ug para los dos elementos) (5).

La cantidad de Al en la muestra inicial de agua del Rio Tumbes
fue de 1750 pg/L, un nivel mas alto del estipulado en la normatividad
(900 pg/L), sin embargo, todos los materiales en las condiciones
experimentales redujeron el nivel de Al hasta niveles menores al
estipulado en la norma.

Para el caso del Fe, el valor inicial estuvo por encima del estandar
de calidad de agua, sin embargo, la mayoria de materiales, a
excepcion del A, redujeron su concentracion hasta valores por debajo
de este estandar.

A pesar de que el carbon A redujo los niveles de Al y Fe, siendo
cationes a las condiciones del experimento, la remocion de estos
metales resultdé ser de solo 26,3 y 17,4 %, respectivamente. Esto
corrobora lo antes mencionado respecto a que la carga superficial
neta del carbon A es positiva y la adsorcion de cationes se ve limitada
por las fuerzas de repulsion.

Tabla 3. Contenido de metales pesados y de otras especies metalicas presentes en el agua del Rio
Tumbes después de un tiempo de contacto de 300 min con los materiales adsorbentes estudiados

Capacidad antibacteriana de los materiales

Los resultados de las pruebas antibacterianas de los materiales
evaluados se muestran en la Figura 10. Aqui se puede apreciar la
reduccion en la carga microbiana luego de diferentes tiempos de
siembra 0, 30, 60, 90 y 120 min. Es evidente que, en general, la carga
microbiana se redujo a medida que el tiempo de contacto entre los
materiales (basicamente carbones activados) y la solucion de
microorganismos aumentaba.

En la Figura 10a se muestra el comportamiento de las cuatro
muestras estudiadas en contacto con Escherichia coli. Es evidente
que la muestra C tiene la mayor efectividad para la eliminacion de
esta cepa, llegando hasta valores de eliminacién cercanos a 70%
después de 120 min. Luego le siguen la muestra D, B y finalmente A
en orden decreciente de efectividad. Asi, para el caso de la muestra A
se alcanzaron valores de eliminacion de Escherichia coli que no
superaron el 30%. En ninguno de los casos se llega a una condicién
de equilibrio, sin embargo, el carbon A se aproximé a ese
comportamiento después de 120 min.

Los niveles de eliminacion de la cepa Salmonella typhimurium
se presentan en la Figura 10b. Se observa que los materiales C y A
mostraron comportamientos similares y con niveles de remocion
superiores a 70% después de 120 min. El carbon D mostr valores de
eliminacién cercanos al 50%, mientras que el material B solo
presentd niveles que apenas superaron el 30% de eliminacion después
de 120 min.

Finalmente, la Figura 10c muestra los niveles de eliminacion de
la cepa Shigella flexneri para los materiales analizados. Se observa
que la muestra D alcanza aproximadamente un 70% de eliminacion a
los 120 min y ademas se observa que el incremento de la remocion se
desarrolla en forma casi lineal. Este comportamiento lineal también
se present6 para el material B, pero su maxima remocion no super6 el
40% a los 120 min. La muestra C presentdé un maximo de remocion a
los 30 min con un valor ligeramente mayor a 40%.

Concentracion Concentration final (pg/L) ECA(¥)
Elemento | en el agua inicial (ug/L) | A B C D (ng/L)

Al 1750 460 | 27 | 488 | 493 900
As 56,7 12 | 07 2,7 1,8 10
B 93 95,1 | 95,6 | 93,7 | 95,1 700
Ba 72 44,1 | 547 | 66,1 | 688 700
Be <0,1 <0,1 | <0,1 | <0,1 | <0,1 12
Cd 22 083 | 12 1,0 14 3
Cr 29 0,84 | <0,4 | <04 | <04 50
Cu 207 49 10 5,6 6,7 2000
Fe 2920 508 | 14,6 | 594 | 283 300
Hg <0,2 <02 | <02 | <0,2 | <0,2 1
Mn 229 201 | 198 | 191 | 216 400
Ni 4 32 | 21 2,2 29 70
Pb 224 1,7 | 39 33 2,3 10
Se 1.7 045 | 068 | 11 | 097 40
Sn 0,54 <02 | <0,1 | <0,2 | <0,2 | <02
8] 0,25 0,034 | <0,02 | <0,02 | <0,02 20
\ 438 <03 | <03 | 0,57 | 045 -
In 272 323 | 201 | 169 | 265 | 3000

(*) Estandar de Calidad de Agua (Categoria A-Aguas superficiales destinadas a la produccion de agua potable, Subcategoria
Al-Aguas que pueden ser potabilizadas con desinfeccion) (6)
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Figura 10. Remocion de bacterias fecales estandar gram negativas: (a) Escherichia coli, (b) Salmonella
typhimurium, (c) Shigella flexneri en porcentaje (%) para las cuatro muestras de filtros comerciales (A, B,
CyD)
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En general, las muestras de carbon activado C y D mostraron
mejor capacidad antibacterial frente a las cepas de enterobacterias
estudiadas. Para la muestra C la capacidad antibacteriana se basaria
en la presencia de Cl, Cu y Si que conforman parte de su
composicion superficial; el Cl y el Cu son elementos con capacidad
antibacteriana demostrada (22, 23). La capacidad antibacteriana del
Cl reside en sus propiedades antioxidantes moderadas y la reaccion
del mismo con componentes de las células microbianas, como lipidos
y proteinas (22), mientras que los mecanismos que le confieren
actividad antibacteriana al Cu no han sido claramente delucidados.
En relacion con el Si, también se han demostrado sus propiedades
antibacterianas, basadas en la induccion de estrés oxidativo debido a
que el Si es una especie reactiva de oxigeno (24). En este compuesto
también se basaria la capacidad antibacteriana de la muestra de
carbon B.

En el caso de la muestra D, la capacidad antibacteriana se basaria
en la presencia de particulas de Ag soportadas en la superficie del
carbon activado, tal como se observa en los espectros EDS. La
muestra A también tendria Ag en su composicion, pero en cantidades
menores a la muestra D. Por esta razon, solo se detectan trazas en los
analisis de EDS, en los anélisis de rayos X no es posible la deteccion.
La capacidad antibacteriana de la Ag ha sido demostrada
anteriormente (25). El mecanismo en el cual se sustenta esta
actividad de la Ag se basa en el efecto desnaturalizador de los iones
de Ag sobre las moléculas de ADN y la inactivacion del grupo tiol de
las proteinas (26). La mayor capacidad antibacteriana de la muestra
de carbon C sobre el carbon D que contiene Ag en algunos casos, se
basaria en el posible efecto combinado por la presencia de Cl, Cu y
Si.

Conclusiones

Se caracterizaron cuatro muestras de carbones activados (A, B, C y
D) extraidos de filtros comerciales utilizados para el tratamiento del
agua y se evalud su porcentaje de adsorcion de metales pesados
presentes en el agua del Rio Tumbes — Per y su capacidad de
eliminacion de microorganismos. Todas las muestras mostraron gran
area superficial (entre 705 y 906 m*/g) y contaban con estructura
micro y mesoporosa desarrollada, ademas, fueron amorfas. Solo la
muestra D present6 picos asignados a Ag metélica. Se determinaron
diferentes morfologias en los carbones, ademas de la presencia de
poros en las muestras A, B y D. En la muestra A se identifico la
presencia de un material de geometria esférica (con un didmetro ~500
um) conteniendo Cl, Ag y K. La muestra C mostrd ser un tejido de
carbon activado, con fibras que soportan particulas de carbon.

De la evaluacion de los experimentos de adsorcién de los
materiales analizados se determind que para el caso del As y del Pb,
cuyas concentraciones iniciales en el agua contaminada fueron 56,7 y
2240 pg/L, respectivamente, el porcentaje de adsorcion fue cercano
al 100%. Las propiedades texturales y la relacion entre el pHp,. de
los carbones y el pH del agua del rio durante los experimentos
tuvieron influencia en el proceso de adsorcion.

Por otro lado, la capacidad antibacteriana fue evaluada
satisfactoriamente frente a las siguientes cepas fecales de bacterias
gram negativas: Escherichia coli (ATCC® 25922™), Salmonella
typhimurium (ATCC® 14028™) y Shigella flexneri (ATCC® 12022™).
Esta capacidad se basa en la presencia superficial en los carbones de
Ag, Cu, Cl y/o Si. Los materiales estudiados son de potencial uso en
el tratamiento del agua del Rio Tumbes, en orden descendente de
efectividad los materiales C, B, D y A.
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Pagina inicial
Titulo

El titulo debe ir en mintscula, a menos que la mayutscula sea
mandatoria. Debe ser conciso pero informativo y no debe exceder
120 caracteres incluyendo los espacios. Debe aparecer siempre en
espafiol, inglés y portugués. Por ejemplo:

e Oxidacidn catalitica de tolueno y 2-propanol sobre 6xidos mixtos
de Mn y Co obtenidos por coprecipitacion.

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

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

Cuerpo del articulo

Todo el texto debe venir justificado (alineado a izquierda y derecha),
con las paginas numeradas continuamente. Todos los titulos y
subtitulos primaros y secundarios deben ir justificados a la izquierda.
Para los titulos (Resumen, Palabras clave, Abstract, Keyword,
Resumo, Palavras-Chave, Introduccion, Materiales y métodos,
Resultados y discusion, Agradecimientos, Conclusiones 'y
Referencias) la primer letra va en mayuscula y las demds deben ir en
minascula y negrilla. Los subtitulos primarios en minusculas
sostenida y en cursiva. Los subtitulos secundarios con minuscula
sostenida y en negrilla.

Siempre se deben definir los términos estadisticos, abreviaturas
y los simbolos la primera vez que se usan en el articulo. Para las
unidades de medida se debe usar el sistema métrico internacional.
Cuando no van seguidos de unidades, los niimeros enteros hasta diez
se escriben con la palabra (uno, dos, diez) y mayores de diez con
nameros (11, 12, 102). Cuando se utilicen nimeros, estos deben ir
seguidos de sus unidades y se mantendra un espacio entre uno y otro
(100 m, 50 mL). Si se trata de porcentaje no deje espacio entre el
numero y la unidad (80%). En manuscritos escritos en espafiol las
cifras decimales iran separadas por coma (,) y en inglés por punto (.).
Cite cada figura y tabla en el texto de acuerdo al orden de aparicion y
en el siguiente formato: Figura 1 o Figuras 1 y 2 o Figuras 1A-1F o
Tabla 1.

Resumen

Resumen de maximo 200 palabras. Se sugiere poner una frase
introductoria. Deben mencionarse los propdsitos de la investigacion,
los resultados relevantes (proporcionando datos especificos y, de ser
posible, su significacion estadistica), y las conclusiones principales
sin incluir citas bibliograficas. Se debe hacer énfasis en los aspectos
nuevos e importantes del estudio. Debe evitar presentarse un resumen
descriptivo (aquel donde no se presentan datos), en cambio, debe
presentarse un resumen analitico (aquel en donde se presentan los
datos relevantes obtenidos en la investigacion). Debe aparecer
siempre en espaiiol, inglés y portugués.

Palabras clave
Deben listarse de 3 a 6 palabras claves. No se deben emplear las

palabras ya usadas en el titulo del manuscrito. Deben aparecer
siempre en espaiiol, inglés y portugués.
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Introduccion

Deben presentarse los fundamentos 16gicos para la realizacion del
trabajo. Solo se dan las referencias estrictamente oportunas y no se
deben incluir datos o conclusiones del trabajo que se esta publicando.
Al final de la introduccién, debe presentarse el objetivo del trabajo.

Materiales y métodos

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

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

Resultados y discusion

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

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

Conclusiones

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

Agradecimientos

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

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

"o e

critica del escrito", “recoleccion de muestras”.

Referencias

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

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

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



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

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

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

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

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

Revistas

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

o Hasta seis autores: se incluyen todos los autores.

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

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

Libros y otras monografias

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

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

Libros con editores

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

Tesis doctoral (o similar)

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

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

Sitios web

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

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

En prensa

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

Tablas y figuras

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

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

Manuscrito aceptado para publicacion

Una vez haya finalizado el proceso de revision por pares, el editor
enviara un correo electronico al(os) autor(es) del manuscrito junto a
las sugerencias, indicaciones y comentarios que cada evaluador
efectuo sobre los aspectos de fondo y de forma del articulo. Segun el
concepto de los evaluadores el manuscrito podra ser rechazado o se
solicitara una segunda version.

En el segundo caso, para continuar con el proceso de publicacion
el(los) autor(es) deben enviar los siguientes archivos por medio de la
pagina de la Revista (http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/
rcolquim) desde su rol de Autor:
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e La nueva version del documento en donde se trabaje con control
de cambios o se resalten las modificaciones trabajadas.

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

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

Seguidamente el editor verificara la nueva version y le notificara al
(os) autor(es) la decision: aceptacion o rechazo.

Costo de la publicacion

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



Guide for authors

Manuscripts sent to the Revista Colombiana de Quimica (Colombian
Journal of Chemistry) for possible publication must be original (not
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be used for its description.

Results and Discussion
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the order of the methods. The results that contribute to the generation
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Conclusions
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drug ibrutinib in 2-(2-ethoxyethoxy)ethanol + water mixtures
at different temperatures”. J. Chem. Thermodyn. 2015. In
press. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jct.2015.11.031

Tables ang figures

o The tables should be in the body of the article, in the corresponding
order of appearance. Both tables and figures must be self-contained
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