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Carta del editor Revista
Colombiana
deQuímica

Editor´s letter

The third issue of volume jz of the year IwO9 of Revista ñolombiana
de Química counts on the participation of different national and
international authors( The contributions come from authors from
Peruú United Kingdomú Ergentinaú Mexicoú and µinlandk Logotáú
ñúcuta and Larranquilla Fñolombia;( The contents of the number are
shown below(

The section of Organic ñhemistry and Liochemistry has four
articles( In the first oneú 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 sectionú the compounds present in ethanolic extracts of
Ichthyothere terminalis collected in two regions of ñolombia were
identified by means of gas chromatography( There were differences
in the compositionú according to the place of origin of the samples(
µurthermoreú some of the compounds found may have repellent
activity(

In the third article usnic acid from Evernia prunastri lichen
collected in ñajamarcaqPeru was isolated( Its acylhydrazone
derivative was then synthesizedú with %-A yieldú by means of
isoniazid condensation( Subsequentlyú the activity of both compounds
Fusnic 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 activityú in this caseú four
alkaloids were isolated from Ocotea discolor collected in óuitamaq
ñharalá road Fñolombia;( The alkaloids were characterized by
nuclear magnetic resonanceú mass spectraú and comparison with
databases( Ell the alkaloids studied had a range of minimum
inhibitory concentration of
Ojwq/Ow μM(

The section of Epplied and Enalytical ñhemistry has two articles(
In the first oneú ñuO nanoparticles were synthesized and
characterized( The synthesis was made from ñuSOI·-HIO and ñu
FñH/ñOO;I·HIO and the characterization was done using XRóú
µTIRú TéMú and SéM( Their antimicrobial activity was then studied
on four intrahospital strains collected in the Intensive ñare 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( µinallyú in the last articleú four activated
carbons present in commercial water filters were characterizedú to
verify that they could purify the Tumbes River FPeru; water( The
structure and surface area of the coalsú their ability to adsorb
contaminating metals FEs and Pb;ú and their antimicrobial capacity
against three fecal bacteria were determined( It was found that the
coals were microporous and mesoporousú had surface areas between
9w- and %wz mI)gú adsorbed about OwwA of the metals studied and
presented antimicrobial activity(
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él tercer número del volumen jz del año IwO9 de la Revista
ñolombiana de Química cuenta con la participación de distintos
autores nacionales e internacionales( Las contribuciones provienen de
autores de Perúú Reino Unidoú Ergentinaú México y µinlandiak
Logotáú ñúcuta y Larranquilla Fñolombia;( E continuación se
presenta el contenido del número(

La sección de Química Orgánica y Lioquímica cuenta con cuatro
artículos( én el primero se estudió la solubilidad de la proteína
recombinante nicotinamida)nicotinato mononucleótido
adeniltransferasa de Plasmodium falciparum producida en distintos
vectores de E. coli( Se encontró que agregar una etiqueta de proteína
de unión a maltosaú permite obtener proteínas funcionales de alta
pureza( én el segundo artículo de la sección se hace una
identificaciónú por medio de cromatografía de gasesú de los
compuestos presentes en extractos etanólicos de raíz de Ichthyothere
terminalis colectada en dos regiones de ñolombia( Se encontró que
hay diferencias en la composiciónú según el lugar de procedencia de
las muestras( Esí mismoú algunos de los compuestos encontrados
podrían tener actividad repelente(

én el tercer artículo se aisló ácido úsnico del liquen Evernia
prunastri colectado en ñajamarcaqPerú( Seguidamente se sintetizó su
derivado acilqhidrazonaú con un rendimiento del %-Aú por medio de
una condensación con isonazida( Posteriormente se evaluó la
actividad de ambos compuestos Fácido úsnico y derivado; contra
diversas cepas de Mycobacterium tuberculosis( Se encontró que el
compuesto sin natural tiene un mayor efecto antibiótico que el
derivado( él cuarto artículo también estudia compuestos naturales
con actividad antituberculosisú en este casoú cuatro alcaloides aislados
de la Laurácea Ocotea discolor colectada en vía óuitamaqñharalá
Fñolombia;( Los alcaloides se caracterizaron mediante resonancia
magnética nuclearú espectros de masas y comparación con bases de
datos( Se encontró que todos los alcaloides estudiados presentaron un
rango de concentración mínima inhibitoria de Ojwq/Ow µM(

La sección de Química Eplicada y Enalítica cuenta con dos
artículos( én el primero de ellos se sintetizaron y caracterizaron
nanopartículas de ñuO( La síntesis se realizó a partir de ñuSOI·-HIO
y ñuFñH/ñOO;I·HIO y la caracterización se hizo mediante mediante
XRóú µTIRú TéM y SéM( Seguidamente se estudió su actividad
antimicrobiana sobre cuatro cepas intrahospitalarias colectadas en la
Unidad de ñuidados Intensivos de un hospital de Lima( Se encontró
que la inhibición de las cepasú medida como halos de inhibiciónú fue
mayor para las nanopartículas sintetizadas a partir de sulfatoú que
para las sintetizadas a partir de acetato( µinalmenteú en el último
artículo se caracterizaron cuatro carbones activados presentes en
filtros de agua comerciales para verificar que puedan purificar el agua
del río Tumbes FPerú;( Se determinaron la estructura y área
superficial de los carbonesú su capacidad para adsorber metales
contaminantes FEs y Pb; y así como su capacidad antimicrobiana
contra tres bacterias fecales( Se encontró que los carbones son
microporosos y mesoporososú tienen áreas superficiales entre 9w- y
%wz mI)gú adsorben cerca del OwwA de los metales estudiados y
presentan actividad antimicrobiana(
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Diseño y producción de
diversas proteínas fusión
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 produção de
várias proteínas fusão da
nicotinamida/nicotinato
mononucleotido adenilil
transferasa (NMNAT) do
Plasmodium falciparum

Resumen Resumo

Las proteínas recombinantes se han
convertido en herramientas útiles en la
investigación bioquímicaM Sin embargoA
durante su producciónA aparecen cuerpos de
inclusión óI5xA debidoA por un ladoA a la alta
expresión de proteína producida a partir de
los vectores usados que poseen promotores
de alta eficiencia yA por otro ladoA a
características propias de la proteínaM Ghora
bienA la nicotinamidaTnicotinato
mononucleótido adenililtransferasa
óNMNGTx es una proteína central en la
biosíntesis del NGOó7xyA molécula esencial
en el metabolismo celularA y ha sido
estudiada en parásitos protozoosM Para el
estudio de la NMNGT de estos parásitos se
ha recurrido a la expresión de su versión
recombinante en E. coliA obteniéndose gran
cantidad de proteína como I5M 0on el fin de
aumentar la solubilidad de la proteínaA se
clonó la secuencia codificante de la NMNGT
de Plasmodium falciparum en diferentes
vectores de expresiónA se indujo la expresión
de la proteína recombinante en E. coli 5L+H
óO4éx y se analizó la solubilidadM La proteína
fusión con mayor solubilidad fue purificada
y evaluada enzimáticamenteM La adición de la
etiqueta M5P óproteína de unión a maltosax a
la PfNMNGT incrementó su solubilidad y
permitió obtener una proteína funcional con
una alta purezaM

Recombinant proteins have become useful
tools in biochemistry researchM Ouring their
productionA howeverA inclusion bodies óI5x
appearA on the one handA due to the high
expression rate from the recombinant
plasmidsA which have high efficiency
promotersA andA on the other handA intrinsic
characteristics of the expressed proteinM
6urhtermoreA the nicotinamideTnicotinate
mononucleotide adenilyl transferase
óNMNGTx is a central protein in NGOó7xy
biosynthesisA an essential cofactor in cell
metabolismA and in protozoon parasite has
been studiedM To study the NMNGT protein
of these parasitesA their recombinant version
in E. coli has been expressedA getting a great
quantity of I5 as a by/productM To increase
the solubility of the proteinA the coding
sequence of the NMNGT enzyme of
Plasmodium falciparum was cloned in
different expression plasmids which were
subsequently transformed into E. coli 5L+H
óO4éx expression strainM 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 determinedM
The recombinant protein with a M5P
ómaltose/binding proteinx tag showed an
increased solubility and purityM

Gs proteínas recombinantes tem convertido
em ferramentas úteis na investigação
bioquímicaM Um problema frequente durante a
sua produção é a aparição de corpos de
inclusão óI5xA devida principalmente à
elevada expressão da proteína produzida a
partir dos vectores utilizados que têm
promotores de elevada eficiência- bem como
características das próprias proteínasM Glém
dissoA a nicotinamidaTnicotinato
mononucleótido adenililtransferasa é uma
proteína central na biossíntese do NGOó7xyA
molécula essencial no metabolismo celularA e
tem sido estudada em protozoários parasitosM
Para o estudo da NMNGT destes parasitosA foi
realizada a expressão da sua versão
recombinante em E. coliA e foi obtido uma
grande quantidade de proteína em forma de
I5M 0om a finalidade de aumentar a
quantidade de proteína na fração solúvelA a
sequência codificadora para NMNGT de
Plasmodium falciparum foi clonada em
diferentes vectores de expressãoA foi induzida
a expressão da proteína recombinante em E.
coli 5L+HóO4éx e foi analisada a
solubilidadeM G proteína fusão com maior
solubilidade foi purificada e avaliada
enzimáticamenteM G adição da etiqueta M5P
óproteína de união a maltosax à PfNMNGT
incrementou a solubilidade da proteína e
permitiu obter uma proteína funcional com
una alta purezaM espécie de plantaM

Palabras clave: solubilidadA PfNMNGTA
cuerpos de inclusiónA TG9 fusiónM

Keywords: solubilityA PfNMNGTA inclusion
bodiesA fusion TG9M

Palavras-Chave: solubilidadeA PfNMNGTA
corpos de inclusãoA TG9 fusãoM
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Kara la amplificación de la región codificante de la Kf–®–/T se
usaron varias parejas de iniciadores que permitieron la clonación en
los respectivos vectores de expresión UTabla OBC Gas condiciones
utilizadas para la amplificación fueron9 O U de la enzima Taq
Kolimerasa U/pplied 8iosystemsB o Kfu I–/ Kolimerasa
UThermo6isherBh ®g+l4 o ®gS°’ U4hH m®Bh buffer de la /I–
polimerasa UOXBh d–TK’s UOS m®Bh w4° I™K+h iniciadores y
aproximadamente HS ng de /I– plantillaº todo a un volumen final
de OH µGC Se empleó el siguiente perfil térmico9 un ciclo de
desnaturalización inicial a é’ º+ durante OS minh seguido por XS
ciclos de é’ º+ por ’H sh HS º+ por O minh ;4 º+ por ’H sh y una
extensión final a ;4 º+ por OS min Utermociclador 8ioradB U10BC

Introducción

Plasmodium falciparum es un parásito protozoario intracelular
causante de la forma más grave de malariah una enfermedad de la
cual en el último año se reportaron cerca de 4O4 millones de casos
nuevos y ’4éCSSS muertes U1BC Iado que en la actualidad no existe
una vacuna de uso clínico y ante el aumento de la resistencia del
parásito contra medicamentos antimaláricos UeCgC cloroquinah
artemisininah etcCBh la °rganización ®undial de la Saludh en
colaboración con diferentes laboratorios del mundoh se encuentra en
la búsqueda de proteínas que sirvan como blancos terapéuticos para
el control de la enfermedad U2BC

™n los últimos 4S años se ha venido estudiando la nicotinamida2
nicotinato mononucleótido adenililtransferasa –®–/T U™+
4C;C;CO2OµBh enzima en la cual convergen las rutas de novo y de
reciclaje del dinucleótido de adenina y nicotinamida –/IUwB U3BC ™l
–/IUwB y su derivado fosforilado –/IKUwB son esenciales en el
metabolismo celular yh en el caso de P. falciparumh en el proceso de
infección eritrocítica U4-6BC Iurante su ciclo de vida asexualh el
parásito infecta a los glóbulos rojos y degrada la hemoglobinah tras lo
cual incrementa el estrés oxidativoC ™ste aumento activa los sistemas
antioxidantes del parásito que dependen del poder reductor del
–/IKUwB celularC /sí mismoh en el proceso de infecciónh las rutas
metabólicash como el ciclo de las pentosas fosfato y la glicólisish
aumentan su actividadC ™stas rutas dependen de –/IKD y –/IDh
respectivamente U7h 8BC

Ga –®–/T de P. falciparum ha sido identificada y estudiada
enzimáticamente como proteína recombinante en trabajos anteriores
U9-11BC Iurante su expresiónh se producen grandes cantidades de
agregados insolubles conocidos como cuerpos de inclusión U+R o R8h
acrónimo en inglésBh compuestos principalmente por proteína mal
plegada de poca utilidad respecto a la proteína soluble y de
dispendiosa purificaciónC +on el fin de maximizar la cantidad de
proteína recombinante solubleh se han propuesto varias estrategias9
cambios en las condiciones de expresiónh cepash vectoresh
promotores y etiquetas U12BC ™n este trabajo se reportan los
resultados de la evaluación de varios vectores y etiquetas en la
expresión y solubilidad de la –®–/T recombinante de P.
falciparum UKf–®–/TBC

Materiales y métodos

Estimación in silico de la solubilidad

Se escogieron los cuatro vectores más promisorios en cuanto a
solubilidadh teniendo en cuenta tres aspectos9 expresiónh solubilidad
y purificación U13BC Gos cuatro vectores escogidos fueron9
+hampion™ p™T SU®° UThermo6isherBh el cual le otorga la
etiqueta de EwisDSU®° Uwis D SU®°Bº p+old T6 I–/ UTakaraBh
que fusiona la etiqueta de EwisD+haperona Trigger 6actor Uwis D
T6Bº p8/I4S42IFT°K° URnvitrogenBh fusiona la etiqueta de
Tiorredoxina UTrxB y p®/GFcHX U–ew ™ngland 8iolabsB que su
proteína fusión es la proteína de unión a maltosa U®8KBC

Se implementaron tres programas bioinformáticosh S°GKro U14Bh
KR°S° RR U15B y ™SKR™SS° U16Bh que estiman la solubilidad de la
proteína recombinante expresada a partir del sistema heterólogo E.
coliC Kara estoh se tomó la secuencia primaria de la Kf–®–/T
UK6OX_SOHéBh unida a las diferentes etiquetas moleculares aportadas
por los vectores de expresiónh y se identificó la probabilidad de
encontrar esta proteína en la fracción solubleC

Amplificación de la región codificante de la
PfNMNAT

Krimer Secuencia H’FX’

Iirecto petSumo /Tk+/T//k//T/T/TkT

Iirecto p8/I cacc/Tk+/T//k//T/T/TkT

Iirecto p®al y p+old ggatcc/Tk+/T//k//T/T/TkT

Reverso +T//TT////T+/T/T//kTT

Tabla 1. Iniciadores utilizados para la amplificación de la región codificante de la
PfNMNAT

Clonación de la región codificante de la PfNMNAT

Gos productos de K+R fueron visualizados en geles de agarosa OLC
Kara realizar la clonación se usaron dos estrategias dependiendo del
vector de expresión9 ligación directa con el producto de K+R o
subclonación utilizando el vector pk™®®–T ™asy UKR°®™k/BC Ga
ligación se realizó teniendo en cuenta una relación O9O inserto
purificado y vector Uaproximadamente HS ngBC

Transformación en cepas de E. coli

Se transformaron cepas de E. coli de mantenimiento °ne Shot
®achO™ TO UThermo6ischerB y de expresión 8G4OUI™XB USigmaF
/ldrichB químicamente competentesh mediante choque térmico U’4 °
+ durante ’H sh H min en hieloBC Rnmediatamenteh las bacterias
transformadas se incubaron durante O h a X; º+ en medio S°+
Utriptona 4Lh extracto de levadura ShHLh –a+l OS m®h %+l 4hH m®h
®g+l4 OS m® y glucosa 4S m®BC Guegoh se sembraron en cajas de
Ketri con G8Fagar y antibiótico de selección respectivo para cada
vectorC

Purificación del ADN recombinante

Se partió de un cultivo de OS mGh inoculando en medio G8 líquido
suplementado con el antibiótico de selecciónC Se utilizó el método de
lisis alcalina U17BC
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Se tomó una colonia de cada uno de los plásmidos recombinantes y se
inocularon individualmente en medio UEP suplementado con el
antibiótico de selecciónN se dejaron creciendo toda la noche a 5F º9G
Se realizó una dilución del cultivo )M)-- y se continuó el crecimiento
hasta alcanzar una wGO -P° a °-- nmG Se realizó la inducción de la
expresión de las proteínas siguiendo las recomendaciones del
fabricante con /PTH í/sopropil βTwT)Ttiogalactopiranósidog o
arabinosaP según el casoP incubando a )2–ú2 °9 con agitación
constanteG Rinalizada la inducciónP se colectaron las bacterias por
centrifugación a °--- rpm por )2 min a – °9N se descartó el
sobrenadante y se determinó el peso húmedo de célulasG
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Ua proteína MEPTPfNMN8T se eluyó con buffer de elución
íbuffer de lisis I maltosa )- mMgN se recolectaron ú2 fracciones de
aproxG °- µUP que fueron suplementadas con glicerol í)-O v/vg y
almacenadas a T4- °9G Ua proteína en la fracción soluble y en los
eluídos se cuantificó mediante el método de Eradford í19gG

Expresión de las proteínas recombinantes

Detección de las proteínas recombinantes por
electroforesis SDS-PAGE y western blot

Uos lisados de los clones inducidos se analizaron por electroforesis
vertical SwSTP8HñG Para esto se tomó una alícuota de las fracciones
solubles obtenidas en la lisis y se resuspendieron en buffer de carga
desnaturalizanteG Uas muestras se calentaron a éú °9 durante F minG
Ua visualización de las bandas se logró mediante la tinción del gel
con azul de 9oomassieG Para los ensayos de inmunodetección
íwestern blotgP las proteínas separadas por SwSTP8Hñ fueron
transferidas a membrana de nitrocelulosa íThermoRishergP usando el
método de electrotransferencia húmeda í18gP en buffer de
transferencia aplicando ú-- m8 por ú hG 8 su términoP se tiñó la
membrana con Rojo Ponceau íSigmaT8ldrichg y se realizó la
inmunodetecciónG Se identificó el sistema de expresión que tuvo
mayor aumento de solubilidad mediante la confirmación en western
blot y se realizaron ensayos de purificaciónG

Ensayo de actividad enzimática

Se realizó un ensayo in vitro para determinar la actividad de la
proteína recombinante purificadaG Uas mezclas de reacción
ímononucleótido de nicotinamida íNMNg ) mM y 8TP )P5 mM en
buffer KñPñS )-- mM I MgúI )- mMP pK FP2g se incubaron a 5F °9
durante 5- minP al término de lo cual se detuvo la reacción con
K9lO– )Pú M a – °9G Ua proteína se precipitó mediante centrifugación
a )ú--- rpm durante 5 min a – °9G Se neutralizó el sobrenadante con
kú9O5 ) M en hieloG ñl resultado de la reacción in vitro se evaluó
mediante KPU9 en fase reversaG Se utilizó una columna Phenomenex
Uuna 9)4 íú2- mm x –P°- mmN 2 µmgG ñl volumen de inyección fue
de 2- µUG Rases móvilesM buffer fosfato de potasio -P)ú M pK °P- y
metanolG Rlujo constante de )P2 mU(minP con un tiempo de ú- min
por corrida a temperatura ambienteG wetección
espectrofotométricamente a ú2– nmG

Estimación in silico de la solubilidad

ñl estudio bioinformático indicó una mayor solubilidad de la proteína
PfNMN8T expresada desde el vector pM8UTc2XG Uos resultados
para la PfNMN8T expresada desde los otros vectores no fueron
concluyentesP pues se encontraron divergencias con los programas
empleadosG 8unque todos los programas predicen solubilidad del
2-O aproximadamenteP como control se usa la secuencia primaria de
la proteína sin ninguna etiquetaP donde se puede observar que la
expresión de esta proteína en el sistema heterólogo sería insolubleG

Uo anterior es predecibleP debido a que es una proteína externa
de la bacteria y por ende no se puede resolver su plegamientoG Por
tantoP es importante adicionar las etiquetas para obtener la versión
recombinante de forma soluble íTabla úgG ñntoncesP se evaluó el
desempeño de estos vectores y etiquetas en la solubilidad
experimentalmenteG

Lisis celular

Uos pellets celulares se resuspendieron en buffer de lisis í2 mU(ggG Se
adicionó lisozima íSigmaT8ldrichg a una concentración final de ) mg(
mUN 8RNasa íThermoRishergP a una concentración final de °Pú2 µg(
mUP y cocktail de inhibidores de proteasas íSigmaT8ldrichg P45–-N
8ñESR ) mMP ñ°– )– µMP Pepstatin 8 )2 µMP Eestatin –- µMP
Ueupeptin ú- µMP 8protinin -P4 µMgG ñl conjunto se incubó en hielo
durante 5- min con agitación mecánicaG Pasado este tiempoP se
sometió la muestra a 2 min de sonicación sobre hielo í2-O de
amplitudP )2 s de pulso y )2 s de reposogG Ua muestra fue
centrifugada a )ú--- rpm por ú- min a – °9P separándose el
sobrenadante ífracción solubleg y el pellet ífracción insoluble o
cuerpos de inclusióngG

Purificación de la proteína recombinante por afinidad
a resina de amilosa

Ua proteína MEPTPfNMN8T íMEPP maltoseTbinding proteing se
purificó a partir de la fracción soluble mediante afinidad a resina de
amilosa íNñEgG Ua resina se equilibró con buffer de lisis y se mezcló
con la fracción soluble diluida í)M°gG Ua unión se llevó a cabo durante
) h a – °9 con agitación constanteG Ua mezcla se transfirió a una mini
columnaP empacándose la resina y obteniéndose las proteínas no
unidasG Ua resina se lavó con )ú volúmenes de buffer de lisisG

Resultados y discusión

Tabla 2. Predicción in silico de la solubilidad de las proteínas recombinantes
PfNMNAT usando programas bioinformáticos

SolPro ProSo // ñSPRñSSO

p9OUwTPfNMN8T 25P2O °°PFO –4P5O

pM8U 92XTPfNMN8T °-P°O F-P5O 2-P-O

pñT SUMOTPfNMN8T ú-P5O –5P5O –°P)O

PfNMN8T )FPFO 25PFO ––P2O
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Se espera que el tamaño de la proteína fusión C7Bx: kDaR no
interfiera en la estructura y función de la proteína purificadax lo cual
se confirmó mediante ensayos enzimáticos posterioresgSe obtuvieron los productos de PGR deseados para cada pareja de

iniciadoresg La clonación en los tres vectores empleados fue exitosax
después del análisis por PGR y digestión con enzimas de restricción
CFigura MRg

Expresión de las proteínas recombinantes

En la figura B se muestra el perfil electroforético de cada uno de los
sistemas de expresión evaluadosg Se observa una mayor expresión de
la proteína con la etiqueta MWP C H+x6 kDaR respecto a las otras
etiquetas8 His L SUMO C 6:xU kDaRx Trx C 6+xU kDaR y Hisé
TF C+HxU kDaRx tal y como se predijo en los programas
bioinformáticosg Hasta el día de hoy no se tiene claro el mecanismo
por el cual la proteína fusión puede modificar la solubilidad de la
proteína de interésx sin embargox la MWP es una de las más
estudiadasg La proteína de unión a maltosa puede estar funcionando
como una chaperona molecular quex mediante su bolsillo
hidrofóbicox secuestra la proteína con plegamiento intermedio y le da
una segunda oportunidad de plegamientog Esto permite que la
proteína recombinante tenga el plegamiento nativo yx por endex se
encuentre en la fracción solubleT six por el contrariox no se puede
resolver el plegamientox formará agregados insolubles C20x 21Rg

La proteína MWP fusionada a la PfNMNVT en la región amino
terminal permite realizar la purificación de la proteína recombinante
mediante cromatografía de afinidadx debido a la elevada interacción
de la resina de amilosa por las proteínas recombinantes que
contienen la etiquetag MWP consta de dos dominios estructurales en
forma de bisagra que le permiten interactuar con diversos azúcares
como la amilosa y la maltosag La unión con ellas genera un cambio
conformacional que cierra la proteína con la cual se enlaza al azúcar
a través de enlaces de puentes de hidrógeno y por contactos de Van
der Waalsx principalmente con residuos aromáticosx causando un
apilamiento de las cadenas laterales contra la cara de los anillos de
azúcarg

Amplificación, clonación y transformación

Figura 2. 7nálisis de la expresión soluble de las proteínas recombinantes PfNMN7T
en qL%G +DEñS5 G5 Patrón de peso molecular en kDa +ThermoFisherS5 %5 Proteínas
solubles qL%G +DEñS sin transformar5 ñ5 Proteínas solubles expresión de His O SUMO4
PfNMN7T5 z5 Proteínas solubles expresión de Trx4PfNMN7T5 C5 Proteínas solubles
expresión de MqP4PfNMN7T5 I5 Proteínas solubles expresión de His O TF4PfNMN7T5
75 SDS–P7GE G%h teñido con azul de *oomassie5 q5 Inmunodetección en membrana
de PVDF5 +Las flechas indican las proteínas sobreexpresadas y reconocidas en el
western blot- las bandas inespecíficas son comunes hasta en el control negativo y se
deben a reconocimiento con el anticuerpo primarioS

Purificación mediante afinidad a amilosa

La purificación de la proteína se llevó a cabo en condiciones nativasx
buscando no interferir en la funcionalidad y estructurag La
purificación por cromatografía de afinidad se siguió mediante SDSé
PVGE Cfigura 6Rg

Figura 1. Verificación de los plásmidos recombinantes de la PfNMN7T mediante P*R5
G, Marcador de peso 7xyGen G–– pb- % y ñ, 7DN plasmídico extraído p*OLD–
PfNMN7T- z y C, 7DN plasmídico extraído pMal cCX4PfNMN7T I, *ontrol positivo de
la reacción y V, Negativo de la reacción5 +Tamaño esperado IGC pbS5 Gel de agarosa
Gh teñido con bromuro de etidio

Figura 3. Expresión y purificación de la MqP4PfNMN7T5 G5 Patrón de peso molecular
en kDa +ThermoFisherS- %5 Proteínas totales expresión etiqueta MqP +*ontrolS- ñ5
Proteínas totales expresión de MqP4PfNMN7T- z5 Proteínas solubles expresión de GC
MqP4PfNMN7T- C5 Eluído de la purificación de la MqP4PfNMN7T5 SDS4P7GE G–h
Teñido con azul de coomassie5 U *orresponde a MqP como producto de degradación
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Se observó que3 a partir de los lavados3 se eliminó una gran
cantidad de proteínas no unidas3 permitiendo obtener eluídos con la
proteína recombinante parcialmente pura y concentrada0 Se presentó
una pequeña contaminación por una proteína de aproximadamente +H
k?a correspondiente a un producto de degradación3 debido a una alta
tasa de degradación de la proteína recombinante PfNMN:T
sobreexpresada3 y el tamaño corresponde a la etiqueta EM/Pw que por
el contrario es muy estable0

=sta información se corroboró mediante western blot usando anti1
M/P3 en el cual se observó reconocimiento del producto de
degradación E[igura +w0
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La fusión de la etiqueta M/P permitió un aumento en la solubilidad
de la proteína PfNMN:T en comparación con las otras etiquetas
usadas3 lo cual3 además3 facilitó la obtención de la proteína con un
alto porcentaje de purificación y buen rendimiento0 Sin embargo3 la
adición de etiquetas de solubilización para la producción de proteínas
recombinantes no garantiza la solubilidad de la proteína a expresar3
ya que depende de características intrínsecas de cada proteína y de la
interacción con la etiqueta0

Se recomienda el uso de programas bioinformáticos como la
primera aproximación para el uso de las etiquetas3 con el objetivo de
determinar su posible efecto sobre la solubilidad0 No obstante3 hay
que tener precaución con los resultados de la predicción3 ya que estos
dependen de la matriz de proteínas de comparación0

Ensayos de actividad enzimática

La actividad nucleotidiltransferasa de la proteína recombinante se
evaluó mediante ensayos NMN:T directos y la posterior observación
del pico correspondiente al N:?F sintetizado por éPL7 en fase
reversa E[igura Hw0 Respecto a la actividad encontrada en la fracción
soluble3 en el eluído de la purificación por afinidad fue j83+ veces
mayor ETabla hw3 permitiendo obtener buenos rendimientos para la
proteína recombinante0

Conclusiones

Figura 4. Purificación de la proteína recombinante MBPVPfNMNATº gµ Patrón de peso
molecular en kDa EThermoFisher%I Rº Fracción solubleI vµ Purificación de MBPV
PfNMNATº Aº SDSVPAGE gR3 teñido con azul de coomassieI Bº Inmunodetección en
membrana de PVDFº Anticuerpo gºµ AntiVMBP gµg****º ñ producto de degradación
MBP

[racción

Proteína

total

Emgw

:ctividad

total

EmU-w

:ctividad

específica

EmULmgw

Recuperación

E(w

Purificación

Evecesw

Soluble C36C j8H3j8H zC3CáR jáá 1

=luído á3z6já+ j+z3RjC +6á3hCH RR3áC j83+

Tabla 3. Rendimiento de la purificación de la MBPVPfNMNAT

Figura 5. Verificación de la actividad catalítica de la MBPVPfNMNAT cuantificada en
RPVHPLCº Aº PatronesI Bº Control negativo EBuffer de elución de la proteína%I Cº
Fracción solubleº Dº MBPVPfNMNAT

ñUna unidad de actividad enzimática representa la cantidad de enzima que cataliza la síntesis
de g µmol de NADz por minuto a vU °C

Agradecimientos

Los autores agradecen a 7olciencias por la financiación del proyecto
jjájHC6hHz+á y a la convocatoria C+H Jóvenes investigadores e
innovadores záj+0 : la Universidad Nacional de 7olombia3 a
miembros y ex miembros del laboratorio de investigaciones básicas
en bioquímica EL_//_Qw0

Referencias

j0

z0

World éealth Organization0 World Malaria Report 20160
?isponible en9 http9LLapps0who0intLirisL
bitstreamLjáCCHLzHzáh8LjL6R86z+jHjjRjj1eng0pdfWuaIj0
[7onsultado el zz de febrero de zájR]
World éealth Organization0 =strategia técnica mundial contra la
malaria zájC 1 záhá0 ?isponible en9 http9LLapps0who0intLirisL
bitstreamLjáCCHLj8CCRjLjL6R86z+hHC+666_spa0pdfWuaIj0
[7onsultado el zz de febrero de zájR]



Nieto, C. A.; Forero, N.; Ramírez, M. H.

RevA ColombA QuimA 2017– 46 dZw– COx/I10

TI

2I

x/I

xxI

ZI

zI

CI

RI

SI

Fatoh– JIv Uenohara– FIv Jkita– YIv íashimotoI áarly steps in
the biosynthesis of XJL in Jrabidopsis start with Jspartate and
occur in the plastidI Plant Physiolg 2006, 141 dZw– TCx–TCSI
LQóP httpP::dxIdoiIorg:x/Ixx/z:ppIx/RI/Tx/2xI
Zerez– VIv Roth– áIv Schulman– SIP Tanaka– FI óncreased
nicotinamide adenine dinucleotide content and synthesis in
Plasmodium falciparumOinfected human erythrocytesI BloodI
1990– 75 dTw– xS/COx/I
Yerrick– VIv Luraisingh– YI Plasmodium falciparum SirgP an
unusual sirtuin with dual histone deacetylase and JLñO
ribosyltransferase activityI Eukaryot CellI 2007– 6 dxxw– g/TxO2xI
LQóP httpP::doiIorg:x/IxxgT:áVI//xxzO/SI
áren– LI Plasmodium falciparum– enzymes involved in redox
balancing of nicotinamide nucleotidesI ñhILI Lissertation
[Qnline]I Vollege of Yedicine– Lrexel UniversityI September
g//ZI ñI xTRI httpsP::ideaIlibraryIdrexelIedu:islandora:object:idea
fZJzSS:datastream:QWG:view [Vonsultado el gg de febrero de
g/xS]I
Yuller– SI Redox and antioxidant systems of the malaria parasite
Plasmodium falciparumI MolA MicrobiolA 2004– 53 dCw–
xg2xOZ/CI LQóP httpP::dxIdoiIorg:x/Ixxxx:
jIxZRCOg2CTIg//zI/zgCSIxI
Qlszewski– FIv Yorrisey– GIv Wilinski– LIv Vaidya– JIv
Rabinowitz– GIv qlinás– YI íostOparasite interactions revealed by
Plasmodium falciparum metabolomicsI Vell íost YicrobeI
2009– 5 dgw– x2xO2I LQóP httpP::dxIdoiIorg:x/Ix/xR:
jIchomIg//2I/xI//zI
Q’íara GIv Ferwin qIv Vobbold SIv Tai GIv Wedell TIv Reider– ñIv
et alI Targeting XJLu Yetabolism in the íuman Yalaria
ñarasite Plasmodium falciparumI Plos ONEI 2014– 9 dzw–
e2z/RxI LQóP httpP::doiIorg:x/IxZSx:journalIponeI//2z/RxI
Yarín– VIv RamírezOíernández– YI íI ódentificación– expresión
y caracterización de la nicotinamida:nicotinato mononucleótido
adenililtransferasa de Plasmodium falciparum dñfXYXJTwI YI
SI TesisI Universidad Xacional de Volombia– g/x/I
Sánchez– qIv RamírezOíernández– YI íI Qbtención y
caracterización parcial de la proteína recombinante
nicotinamida:nicotinato mononucleótido adenilil transferasa de
Plasmodium falciparum dñfXYXJTwI Tesis de pregrado–
Universidad Xacional de Volombia– g/xxI
Wirkholtz– qIv Wlatch– +Iv Voetzer– TIv íoppe– íIv íuman– áIv
Yorris– áIv et alI íeterologous expression of plasmodial
proteins for structural studies and functional annotationI MalarA
JA 2008– 7– x2SI LQóP httpP::doiIorg:x/IxxTR:xzSCOgTSCOSOx2SI
Vosta– SIv Jlmeida– JIv Vastro– JIv Lomingues– qI ’usion tags
for protein solubility– purification and immunogenicity in
Escherichia coliP the novel ’hT systemI FrontA MicrobiolI 2014–
5– RZI LQóP httpP::doiIorg:x/IZZT2:fmicbIg/xzI///RZI

xgI

xZI

Yagnan– VIv Randall– JIv WaldiI ñI SQqproP accurate sequenceO
based prediction of protein solubilityI BioinformaticsI 2009– 25
dxSw– gg//Ogg/S LQóP httpsP::doiIorg:x/Ix/2Z:bioinformatics:
btpZTRI
Smialowski– ñIv Loose– +Iv Torkler– ñIv Faufmann– SIv ’rishman–
LI ñRQSQ óó – a new method for protein solubility predictionI
FEBS JI 2009– 279– gx2g–gg//I LQóP httpP::dxIdoiIorg:x/Ixxxx:
jIxSzgOzRCTIg/xgI/TR/ZIxI
íirose– SIv Fawamura– YIv Yokota– FIv Xatsume– TIv Fomiya– FIv
Tsutsumi– TIv et alI Statistical analysis of features associated
with protein expression:solubility in an in vivo Escherichia Coli
expression system and a wheat germ cellOfree expression
systemI JA BiochemI 2011– 158 dxw– SZOTxI LQóP httpsP::
doiIorg:x/Ix/2Z:jb:mvr/zgI
Sambrook– GIv Ruseell– LI Molecular cloning: a laboratory
manual Tercera ediciónI Xew YorkP Vold Spring íarbor
qaboratory ñress– g//xv xCIxz O xCIz2I
Towbin– íIv Staehelin– TIv +ordon GI álectrophoretic transfer of
proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheetsP
procedure and some applicationsI ProcA NatlA AcadA SciA U S AI
1979– 76 d2w– zZC/OzI
Wradford– YI J rapid and sensitive method for the quantitation
of microgram quantities of protein utilizing the principle of
proteinOdye bindingI AnalA BiochemI 1976– 72– gzT–gCzI
Fapust– RIv Waugh– LI SI Escherichia coli maltoseObinding
protein is uncommonly effective at promoting the solubility of
polypeptides to which it is fusedI Protein SciI 1999– 8– xRRT–
xRSzI LQóP httpP::dxIdoiIorg:x/Ixxx/:psITITIxRRTI
’ox– Gv Fapust– RIv Waugh– LI Single amino acid substitutions
on the surface of Escherichia coli maltoseObinding protein can
have a profound impact on the solubility of fusion proteinsI
Protein SciI 2001– 18– Rgg–RZ/I LQóP httpP::dxIdoiIorg:x/Ixxx/:
psIzCg/xI
Luan– XIv Quiocho– ’I Structural evidence for a dominant role of
nonpolar interactions in the binding of a transport:chemosensory
receptor to its highly polar ligandsI BiochemistryI 2002– 41–
S/R–SxgI LQóP httpP::dxIdoiIorg:x/Ix/gx:bi/xCSTznI
Sharff– JIv Rodseth– qIv Spurlino– GIv Quiocho– ’I
Vrystallographic evidence of a large ligandOinduced hingeOtwist
motion between the g domains of the maltodextrin bindingO
protein involved in activeOtransport and chemotaxisI
BiochemistryI 1992– 31– x/RCS–x/RRZI LQóP httpP::
dxIdoiIorg:x/Ix/gx:bi//xC2a//ZI
Spurlino– GIv qu– +Iv Quiocho– ’I The gIZOJ̊ resolution structure
of the maltoseO or maltodextrinObinding protein– a primary
receptor of bacterial active transport and chemotaxisI JA BiolA
ChemI 1991– 266– Cg/g–Cgx2I

g/I

gxI

ggI

gZI

xRI

xSI

xTI

x2I

xzI

xCI

gzI

Article citation:
Xieto– VI JIv ’orero– XIv Ramírez– YI íI Liseño y producción de diversas proteínas fusión de la nicotinamida:nicotinato mononucleótido
adenilil transferasa dXYXJTw de Plasmodium falciparumA RevA ColombA QuimA 2017– 46 dZw– COx/I LQóP httpP::dxIdoiIorg:x/IxCzzR:revI
colombIquimIvzRnZIRZz2gI



Rev.Colomb.Quim.2015,44(3),5-10.

Q
uí
m
ic
a
O
rg
án
ic
a
y
Bi
oq
uí
m
ic
a

Luz Yineth Ortiz-Rojas1,*, Giovanni Chaves-Bedoya1,*

*Autor para correspondenciaR luzyinethortizêufps%edu%coF gchavesbêufps%edu%co

Composición fitoquímica
del extracto de raíz de
Ichthyothere terminalis de
dos regiones geográficas
de Colombia

Phytochemical
composition of the root
extract of Ichthyothere
terminalis from two
geographical regiones in
Colombia

Composição fitoquímica do
extracto de raiz de
Ichthyothere terminalis de
duas regiões geográficas
da Colômbia

Resumen Resumo
Se reporta el análisis fitoquímico de dos
extractos de raíz de Ichthyothere terminalis5
colectadas en las localidades de 7umaral
GMeta- y Ibrego GNorte de Santander-5
7olombia% Los extractos se obtuvieron en
etanol por destilación a presión reducida y
fueron caracterizados por pruebas
cualitativas5 así como por cromatografía de
gases acoplada a espectrometría de masas
GG73MS-% Ul análisis G73MS reveló
diferencias en los compuestos en
Ichthyothere terminalis de acuerdo al lugar
de procedencia% Las plantas procedentes de
7umaral contienen saponinas5 cumarinas y
taninos5 mientras que las procedentes de
Ibrego contienen alcaloides taninos5
cumarinas y flavoniodes% Ul extracto
etanólico de Ibrego presenta principalmente
octadecandien323ol G9659N-5 óxido de
cariofileno G685PN-5 hexadecanol G4D58N-5
trans3β3cariofileno G265TN-5
cicloisolongifoleno G225TN-5 germancreno B
GT58N- y k3octadecen323ol GP58N-% Las
plantas de 7umaral presentan principalmente
citronelal GDT5DN-5 p3cimeno GT5DN-5
geraniol G958N- y citronelol GD5TN-% Untre los
compuestos químicos encontrados5 varios
poseen propiedades repelentes de acuerdo a
los reportes etnobotánicos de la region
Imazónica% Ustudios adicionales podrán
determinar la efectividad como repelente de
los extractos de raíz de I. terminalis%

The phytochemical analysis of two extracts
from Ichthyothere terminalis root which were
collected in the localities of 7umaral GMeta-
and Ibrego GNorte de Santander-5 7olombia
is reported% Uxtracts were obtained with
ethanol using distillation under reduced
pressure and were characterized by
qualitative assays and by gas
chromatography coupled to a mass
spectrometer GG73MS-% G73MS analysis
revealed differences in Ichthyothere
terminalis compounds according to locality%
Plants from 7umaral contain saponins5
coumarins5 and tannins5 while those from
Ibrego contain tannins5 alkaloids5
coumarins5 and flavoniods% Plants from
Ibrego contain octadecadien323ol G96%9N-5
caryophyllene oxide G68%PN-5 hexadecanol
G4D%8N-5 trans3β3caryophyllene G26%TN-5
cycloisolongifolene G22%TN-5 germacrene B
GT%8N-5 and k3octadecen323ol GP%8N-% Plants
from 7umaral have citronellal GDT%DN-5 p3
cymene GT%DN-5 geraniol G9%8N-5 and
citronellol GD%TN-% Imong the chemical
compounds found5 several have repellent
properties5 according to ethnobotanics
reports from Imazonian Region% úurther
studies may determine the effectiveness as
repellent of extracts from I. Terminalis root%

úoi reportada a análise fitoquímica de dois
extratos da raiz de Ichthyothere terminalis5
coletadas nas localidades de 7umaral
Gdepartamento do Meta- e Ibrego
GBepartamento de Norte de Santander- em
7olômbia% Os extratos foram obtidos em
etanol por destilação a pressão reduzida5
assim como por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de massas GG73
MS-% I análise G73MS revelou diferenças nos
compostos em Ichthyothere terminalis de
acordo a seu lugar de procedência% Is plantas
procedentes de 7umaral contêm saponinas5
cumarinas e taninos por enquanto as
procedentes de Ibrego contêm alcaloides
taninos5 cumarinas e flavoniodes% O extrato
etanólico de Ibrego apresenta
maioritariamente octadecandien323ol G9659N-5
oxido de cariofileno G685PN-5 hexadecanol
G4D58N-5 trans3β3cariofileno G265TN-5
cicloisolongifoleno G225TN-5 germancreno B
GT58N- e octadecen323ol GP58N-% Is plantas de
7umaral apresentam maioritariamente
citronelal GDT5DN-5 p3cimeno GT5DN-5 geraniol
G958N- e citronelol GD5TN-% Untre os
compostos químicos encontrados destacam3se
vários que possuem propriedades repelentes%
Ustudos adicionais poderão determinar a
efetividade como repelente dos extractos de
raiz de I. terminalis%
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Introducción

Las plantas poseen metabolitos secundarios que pueden localizarse 
principalmente en hojas, tallos, flores y raíces dependiendo de la 
especie. Estos metabolitos secundarios desempeñan un papel 
importante como disuasorio en las interacciones planta-insecto (1). 
Algunas plantas poseen compuestos que producen síntomas 
específicos sobre los insectos, actuando como neurotóxicos, por 
ejemplo los monoterpenos, compuestos altamente selectivos que 
actúan sobre los receptores de la octapamina presente en los insectos 
(2).   
      Junto al conocimiento etnobotánico, el estudio de la composición 
química de las plantas puede identificar el aprovechamiento 
potencial en el campo de la medicina o a nivel agronómico. Por tal 
razón, es importante dirigir la atención al estudio fitoquímico de 
plantas endémicas o nativas, con el fin de identificarlas taxonómica y 
químicamente. 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 tóxico para peces y mamíferos (4). Por tanto, 
las hojas de Ichthyothere terminalis se emplean tradicionalmente por 
los indígenas de la cuenca baja del Amazonas para envenenar 
murciélagos y por pescadores como repelente de insectos (4, 5).  
     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 
Bogotá.
        Por su parte, la composición química puede variar aún dentro de 
una especie botánica y estas variaciones pueden deberse a la 
presencia de diferentes quimiotipos, de acuerdo a la adaptación de la 
planta al ambiente circundante, así como al estado de desarrollo. La 
composición química de una planta proporciona sus propiedades 
intrínsecas y valor económico (6). Así, el objetivo de este trabajo fue 
realizar el estudio fitoquímico y los perfiles cromatográficos por 
cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-
MS) de distintas muestras de raíz de Ichthyothere terminalis 
procedentes de las regiones del Meta y Norte de Santander, 
Colombia. 
 
   
  

Con el propósito de determinar las características 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. 

Análisis de suelos

Para la obtención del extracto de raíz, se utilizaron 250 g de material 
vegetal fresco; el metabolismo se detuvo con nitrógeno líquido. Las 
muestras se trataron con etanol al 96% a temperatura ambiente en 
agitación por 48 h. El extracto etanólico resultante se concentró, 
eliminando el solvente por destilación a presión reducida en un rota 
evaporador IKA® RV 10 CONTROL. Para el análisis fitoquímico se 
diseñó un protocolo modificado basado en las metodologías y 
pruebas cualitativas propuestas previamente por varios autores (7-10). 
Las modificaciones a los diferentes protocolos se implementaron para 
diferentes propósitos como: quitar pigmentos de fondo que puedan 
enmascarar la presencia de metabolitos en pruebas específicas. 

Extracción y tamizaje fitoquímico

En este manuscrito se reporta el estudio de la composición química de 
las fracciones volátiles y características fitoquímicas de la raíz de I. 
terminalis. A pesar de los reportes empíricos de su posible acción 
repelente, la composición química en plantas del género Ichthyothere 
es escasa (14-15). 

Materiales y métodos

Materia vegetal 

Se comparó la composición química de las raíces de cuatro plantas de 
Ichthyothere terminalis, dos colectadas en la localidad de Abrego, 
departamento de Norte de Santander en la región Andina, y dos 
colectadas en la Orinoquía en la localidad de Cumaral, departamento 
del Meta. La identificación taxonómica 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 raíces de Ichthyothere terminalis de las dos 
localidades fueron secadas y molidas y colocadas por separado en 
etanol al 96%. 

La extracción-concentración simultánea de los compuestos de la fase 
de vapor de las muestras se llevó a cabo usando la técnica de 
microextracción en fase sólida (SPME), con monitoreo en fase de 
vapor (head space) empleando una fibra de sílice fundida recubierta 
con polidimetilsiloxano-divinilbenceno de 65 µm de espesor (PDMS-
DVB-65 µm, Sigma). El análisis cromatográfico se realizó en un 
cromatógrafo 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 análisis fue DB-5MS [5%-fenil-poli
(metilsilano), 60 m x 0,25 mm x 0,25 µm, Agilent]; la inyección se 
realizó con el dispositivo de SPME. La identificación de los 
metabolitos secundarios se estableció con base en sus espectros de 
masas (EI, 70 eV), usando las bases de datos de Adams, Wiley 138 y 
NIST05 (11-13) en el Laboratorio CENIVAM de la Universidad 
Industrial de Santander.  

Análisis de cromatografía de gases-espectrometría de 
masas (GC-MS)

Resultados y discusión

Análisis de suelos 

Los resultados del análisis de suelos de las dos localidades 
muestreadas presentaron características diferentes con respecto a su 
composición 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%).



Composición fitoquímica del extracto de raíz de Ichthyothere terminalis de dos regiones geográficas de Colombia 

13

 

        Por otro lado, el 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 saturación de Ca (68,29%) con un pH de 5,1. Los resultados 
completos del análisis se indican en la Tabla 1.   
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Tabla 1. Características físicas y químicas de los suelos de las localidades de Abrego (Norte de 
Santander) y Cumaral (Meta) donde se tomaron muestra de las plantas de  Ichthyothere terminalis

Caracterísitcas

del suelo
Abrego (Norte de Santander) Cumaral (Meta)

pH 4,9 5,1

Materia Orgánica % 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 (meq/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 Saturación

de Ca

16.36 68.29

CIC 11,0 20,5

Textura ArL F

         A partir de la Tabla 1 se observa que el suelo de Cumaral es más 
rico tanto en materia orgánica como en elementos minerales, lo que 
puede determinar variaciones en la presencia y cantidad de 
metabolitos secundarios en las raíces de Ichthyothere terminalis. La 
concentración de estos minerales presentes en el suelo desempeñan 
una función vital en el metabolismo secundario vegetal y la 
producción de moléculas bioactivas de relevancia como alcaloides, 
flavonoides, compuestos fenólicos, aceites volátiles, taninos, resinas, 
glucósidos, etc. (16). La acumulación y biosíntesis de estas moléculas 
bioactivas en los sistemas vegetales dependen ampliamente de la 
disponibilidad de elementos minerales en el suelo (17). Las 
principales diferencias en la composición química de los extractos de 
raíz, pudieron evidenciarse con el análisis GC-MS. 

Análisis fitoquímico 

La detección de los metabolitos secundarios se realizó según los 
ensayos cualitativos individuales para cada grupo químico (Tabla 2). 
En ambas muestras se identificó la presencia de alcaloides, saponinas, 
taninos, flavonoides, triterpenoides y diterpenos, mientras que las 
cumarinas se presentan solamente en el extracto de raíz de I. 
terminalis de la localidad de Abrego. 

Tabla 2. Resultados del análisis fisicoquímico de extractos de raíz de Ichthyothere terminalis de 
 Abrego y Cumaral

Metabolitos Ensayos
Abrego (Norte de

Santander)

Cumaral

(Meta)

Alcaloides
Dragendorff

+ +
Mayer

Saponinas

Espuma

+ +Rosenthaler

Agar sangre

Taninos
Gelatina-sal/Cloruro

férrico
+ +

Glucósidos

cianogénicos
Reacción de Guignard - -

Flavonoides Shinoda + +

Cumarinas

NaOH +

+

-

-Hidroxamato férrico

Glucósidos

cardiotónicos

Reacción de Legal - -

Esteroides y

triterpenoides
Liebermann-Burchard

+ +

Diterpenos y

triterpenos
Molibdato de amonio + +

Quinonas Borntränger-Kraus - -

(+) Presencia (-) Ausencia

 
 

Análisis GC-MS 

El análisis GC-MS de los extractos de las raíces de I. 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 composición del total de los 
extractos. En el caso del extracto de raíz de la localidad de Cumaral, 
los metabolitos secundarios volátiles más abundantes que se 
encontraron fueron citronelal (46,4%), γ-terpineno (6,6%), p-cimeno 
(6,4%), geraniol (5,0%), citronelol (4,6%), α-pineno (2,5%), linalool 
(2,2%), isopulegol (1,7%), acetato de citronelilo y dimetilbenceno 
(1,5%), geranial (1,3%), β-elemeno y β-maalieno (1,2%), y limoneno
(1,1%) (Tabla 3).    
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En el extracto con la fracción volátil de raíz de la localidad de
Hbrego se encontraron octadecandienMCMol TéÁjL8mj hexadecanol
TSLjq8mj octadecenMCMol TDjq8mj octadecanol TÁjO8mj ácido
hexadecanoico TCjD8m y acetato de octadecadienilo TCjR8m TTabla LmB

En comparación con reportes previos T15mj estos resultados
presentaron diferencias con respecto a la presencia y cantidad relativa
de compuestos identificadosB En hojas y tallo de I. terminalis de
muestras de Manaos TBrasilmj se reportó un contenido de αMpineno de
CPjD8 y CÁjP8j lo que equivale a ocho y cinco veces el valor de las
muestras de Cumaralj ColombiaB Estos mismos compuestos no se
encontraron en las muestras de la localidad de HbregoB Se
encontraron otros compuestos con cantidades relativas significativasj
como Sabineno TCLjD8 en hojam y limoneno TÁéjD8 en hoja y Sq8 en
tallomj en cantidades aproximadamente de Áq y CD veces más de lo
encontrado en este estudio TTabla émB En estudios posteriores en hojas
de la especie I. terminalisj colectadas en la localidad de Água Limpa
TBrasilmj se identificaron sesquiterpenolactonas T14mB

En las plantas de I. terminalis estudiadas también se encontraron
diferencias con respecto a su composición químicaB En las muestras
de raíz de Hbrego se encontró que los compuestos con mayor
cantidad relativa fueron octadecandienMCMol TéÁjé8mj hexadecanol
TSLjq8mj octadecenMCMol TDjq8m y octadecanol TÁjO8mB En los
extractos de raíz de I. terminalis de Cumaral los compuestos más
representativos fueron citronelal TLOjL8mj γMterpineno TOjO8mj pM
cimeno TOjL8mj geraniol Téjq8mj citronelol TLjO8mj αMpineno TSjé8m y
linalool TSjS8mB

Orden elución Compuesto Cantidad Relativa 8

C CÁjPL Etilbenceno qjÁ

S CLjÁL Dimetilbenceno Cjé

Á CLjLq Dimetilbenceno Tisómerom qjR

L CéjÁR Dimetilbenceno Tisómerom qjS

é COjDR αMTujeno qjS

O CRjSL αMPineno Sjé

R CDjPP Sabieno qjL

D CPjCO βMPineno qjS

P CPjLq OMMetilMéMheptenMSMona qjÁ

Cq CPjOS βMMicerno qjÁ

CC SCjSL pMCimeno OjL

CS SCjéL Limoneno CjC

CÁ SCjOC CjDMCineol qjP

CL SSjOé γMTerpineno OjO

CO SLjSD Linalool SjS

CR SLjLD Nonanal qjS

CD SéjSO endoMFenchol qjL

CP SOjÁD Citronelal LOjL

Sq SOjDÁ Isopulegol CjR

SC SRjOO TerpinenMLMol qjO

SS SDjSP NIj Compuesto oxigenado Mu CéS qjé

SÁ SDjRC Verbenona qjÁ

SL SPjCL Citronelol LjO

Sé SPjOO Neral CjO

SO ÁqjqS Geraniol éjq

SR ÁqjRC Geranial CjÁ

SD ÁCjéC Timol qjé

SP ÁÁjOO Hcetato de citronelilo Cjé

Áq ÁLjÁS NIj Compuesto Mu CRL Sjq

ÁC ÁLjRR Hcetato de geranilo CjÁ

ÁS ÁéjqP αMCopaeno qjS

ÁÁ ÁéjLL βMBourboneno qjS

ÁL ÁéjéS βMElemeno CjS

Áé ÁOjSé βMMaalieno CjS

ÁO ÁOjRD transMβMCariofileno qjR

ÁR ÁDjDS Germacreno D qjP

ÁD ÁPjCS βMSelineno qjL

ÁP ÁPjSO αMMuuroleno qjL

Lq ÁPjDO MCadineno u MHmorfeno qjD

LC LqjPé NIj Compuesto Mu SÁL Cjq

LS LSjRÁ NIj Compuesto Mu SOS qjÁ

LÁ éCjLR NIj Compuesto Mu SéD qjÁ

LL éSjSé NIj Compuesto Mu SéD qjL

TR

Tminm

Tabla 3. Componentes mayoritarios identificados por GC-MS en extractos etanólicos de raíz de
Ichthyothere terminalis Cumaral, Meta

NI: Compuesto no identificado

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

Orden elución
TR

Tminm
Compuesto Cantidad Relativa8

C LCjRD Espatulenol qjé

S LCjPP Óxido cariofileno qjC

Á LÁjCq Isoespatulenol qjÁ

L LÁjPé αMEudesmol qjÁ

é LDjPD Hexadecanol SLjq

O éqjOL Ácido hexadecanoico CjD

R éCjéq Hcetato de hexadecilo qjD

D éSjéD OctadecadienMCMol éÁjé

P éSjOO OctadecenMCMol Djq

Cq éÁjqR Octadecanol ÁjO

CC éLjDé Hcetato de octadecadienilo CjR

CS ééjÁÁ NIj compuesto oxigenado Mu CPD ÁjS

CÁ ééjDC NIj compuesto oxigenado Mu SLS Cjq

CL éPjRD Diisooctil adipato qjé

CO OSjLÁ Diisooctil ftalato qjL

NI: Compuesto no identificado
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Tabla 5. Comparación de los componentes mayoritarios identificados por GC-MS en extractos 
etanólicos de hoja y tallos de plantas de I. terminalis (flor blanca) colectadas en Manaos, Brasil (15) 
con los extractos etanólicos de raíz Meta y Norte de Santander (Colombia) 

       La composición química de la raíz de I. 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 aromáticos como 
la citronela y citronelal tienen alta eficiencia como repelente contra 
mosquitos transmisores (18-21). Así mismo, el citronelol, un 
monoterpenoide acíclico 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 raíz 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 composición química y cantidades relativas 
entre I. terminalis procedentes de países y localidades diferentes 
confirman que la composición química puede variar incluso dentro de 
una especie botánica. Los resultados de este estudio contribuyen al 
conocimiento de compuestos en plantas poco estudiadas en 
Colombia, los cuales podrían ser aislados como fuentes de 
componentes potencialmente bioactivos y como marcadores 
quimiotaxonómicos.     

En este trabajo se reporta por primera vez el análisis fitoquímico y 
composición química de los extractos de raíz de I. terminalis de la 
región nordeste de Colombia, los cuales difieren con respecto a otras 
especies pertenecientes al género Ichthyothere reportadas y  aún entre 
la misma especie de acuerdo a la localidad de procedencia. Las 
diferencias en la presencia de compuestos en las raíces I. terminalis 
de dos localidades de Colombia sugieren que las condiciones 
geobotánicas del medio como las características fisicoquímicas del 
suelo desempeñen un papel diferencial en la composición. La 
presencia de citronela, citronelol y geraniol, entre otros compuestos 
químicos con bioactividad, demuestran que I. terminalis es una planta 
con uso potencial como repelente. Estudios adicionales podrán 
determinar la efectividad como repelente de los extractos de raíz de I. 
terminalis. 

 
 

Compuesto Cantidad relativa %

Hoja (Brasil) Tallo (Brasil) Raíz (Colombia)

Manaos Manaos Cumaral Abrego

Sabineno 14,8 0,4 --

β-Pineno 5,2

α-Pineno 19,8 8,5 13,9 2,5 --

Limoneno 35,8 20 1,1 --

Conclusiones
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Synthesis of acyl-hydrazone
from usnic acid and
isoniazid and its
anti-Mycobacterium
tuberculosis activity
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isoniazida y su actividad
anti-Mycobacterium
tuberculosis
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tuberculosis

Abstract Resumo

ãompound usnic acid M1A6 isolated from
lichen Evernia prunastri Mãajamarca0PeruA
and the synthesis and characterization of its
acyl0hydrazone M2A6 from the condensation
reaction between usnic acid and isoniazid in
an ethanol solution under reflux6 giving an
overall yield of SDB6 were evaluatedµ çoth
compounds were evaluated and compared
with isoniazid according to its anti0
Mycobacterium tuberculosis activity based
on the tetrazolium microplate assay MTQMFAµ
ãompound 1 had MIã Mminimal inhibitory
concentrationA value of H8µL µg/mL in each
test of H72Rv Msusceptible typeA6 Tç OM S2
Mresistant wild typeA and MOR OM HLS4
Mmulti drug resistances typeA strainsµ In
similar tests6 compound 2 MIã values were
3µL6 8RµL and 8RµL µg/mL respectivelyµ

Se evaluó el ácido úsnico M1A6 aislado del
liquen Evernia prunastri Mãajamarca0PerúA6
producto natural conocido por sus
actividades biológicas6 y6 del mismo modo6
se evaluó la síntesis de su derivado acil0
hidrazona M2A6 obtenido a partir de una
reacción de condensación entre el ácido
úsnico y la isoniazida en solución etanólica a
reflujo6 con un rendimiento global de SDBµ
Fmbos compuestos fueron evaluados y
comparados con la isoniazida según su
actividad anti0Mycobacterium tuberculosis
basada en el ensayo de susceptibilidad
mediante el método TQMFµ Los resultados
mostraron que el compuesto 1 presenta
valores de MIã de H86L µg/mL frente a las
cepas H72Rv6 Tç OM S2 y MOR OM HLS46
mientras que el compuesto 3 presenta valores
de MIã de 36Lá 8R6L y 8R6L µg/mL
respectivamenteµ

Uoi avaliado o ácido úsnico M1A6 um produto
natural conhecido pelas suas atividades
biológicas6 isolado a partir do líquen Evernia
prunastri Mãajamarca0PeruA6 assim mesmo foi
avaliada a síntese do seu derivado6 a acil0
hidrazona M2A6 obtido a partir de uma reação
de condensação com refluxo entre o ácido
úsnico e a isoniazida em solução etanólica6
com um rendimento global de SDBµ F
atividade anti0Mycobacterium tuberculosis de
ambos compostos foi avaliada e comparada
com a isoniazida mediante testes de
sensibilidade obtidos pelo método TQMFµ Os
resultados mostraram que o composto 1
apresenta o valor de MIã de H86L µg/mL
contra variedades H72Rv6 Tç OM S2 e MOR
OM HLS4á enquanto que para o composto 2 os
valores de MIã são de 36Lá 8R6L e 8R6L µg/
mL6 respectivamenteµ

Keywords: Evernia prunastri6 condensation
reaction6 TQMF6 MIãµ

Palabras clave: Evernia prunastri6 reacción
de condensación6 TQMF6 MIãµ

Palavras7Chave: Evernia prunastri6 reação
de condensação6 TQMF6 MIãµ
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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 (1). Approximately, one third of the world’s
population is infected with latent TB (1, 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 (5, 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 µg/mL, 
which was not considered potent enough (12). 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-oxo-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.  
 
   
  

       Compounds 1 and 2 were analyzed and characterized in CDCl3 
and DMSO-d6, respectively, by 1H-NMR 300 MHz, 1H-NMR 600 
MHz and 13C-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 δ 
(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 Nº1 turbidity standard (approximately 3 x 107 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.]) (13,14).   

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 Dávila 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 1H-NMR and 13C-NMR spectrums 
and by comparison with reported data (12).

Extraction, isolation, and elucidation of usnic acid 

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).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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 F254), preparative chromatography (Merck 
60 F254), and by column chromatography using silica gel (Gel 60 
silica particle size 0.063-0.200 mm). 
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Biological activity evaluation
The activity of usnic acid] isoniazid] and their acylChydrazone against
susceptible [HxNRv4] resistant wild type [IM +N4 and multidrug
resistance [IM qW+º4 M. tuberculosis strains were tested by
tetrazolium microplate assay [TUMG4] which uses
tetrazoliumbromide [xC[%]jCdimethylthiazolCLCyl4CL]jdiphenylC
tetrazolium bromide] [Gldrich °hemical °o.] Milwaukee] Wis.4 as a
rapid] simple] and lowCcost qualitative method to determine the
antibiotic susceptibility [114. The assay was performed in duplicate
[two plates4. The procedure is described below [13] 144.

Preparation of culture inoculum
°ultivation of M. tuberculosis was performed in Middlebrook NH+
broth during four weeks. The inoculation of the strains was achieved
by using a sterile loop into a glass bead tube with qWW μL of mixC
Tween and mixed in a vortex for L min. Three mL of qW8 [w/w4
Tween ºW was added and stirred in a vortex for LW s. The supernatant
was transferred to a glass tube without beads. The turbidity was
adjusted to Mc=arland Nºq with a mixCTween solution. The
Mc=arland Nºq strain was combined with Middlebrook NH+ broth
medium [qL mL of NH+ 2 W.j mL of the strain4 and diluted q:Lj in a
=alcon tube.

Plate preparation and inoculation of drug and strain
Sterile water [LWW μL4 was added to all outer wells of sterile +FCwell
plates [=alcon xWNLS /ecton Iickinson] Lincoln Park] N. J.4.
Middlebrook NH+ broth [qWW μL4 was added to the wells in rows / to
O in columns x to qq [labeled as commercially stamped on the
plates4. Irugs solutions [usnic acid] isoniazid and their acylC
hydrazone4 [qWW μL4 were added to wells in columns q and LS each
two rows correspond to a different drug solution.

/y using a multichannel pipette] qWW μL of solution was
transferred from column L to column x. The drug solutions were
serially diluted q:L in consecutive columns through column qW] where
qWW μL of excess medium was discarded. =inal drug concentration
ranges were F% to W.qL μgkmL. qWW μL of the diluted q:Lj strain was
added to the wells in rows / to O in columns q to qq. The wells in
column qq served as inoculumConly controls. The plates were sealed
with parafilm and then incubated at xN °° for five days. =ifty
microliters of a q:q mixture of the tetrazoliumCTween ºW mixture was
added to well /qq. The plates were reincubated at xN °° for qL h.

The following day] if well /qq turned purple] tetrazoliumCTween
ºW was added to all wells and the color was recorded at L% h. If well
/qq remained yellow] the plates were incubated for another L% h]
after which tetrazoliumCTween ºW solution was added to well °qq
before the plate was incubated for another L% h. If well °qq remained
yellow] incubation was continued and tetrazoliumCTween ºW solution
was added to wells Iqq] Uqq] =qq] and Oqq on days +] qq] qx] and qj]
respectively. G yellow color in the well was interpreted as no growth]
and a purple color was scored as growth. The MI° was defined as the
lowest drug concentration] which prevented a color change from
yellow to purple.
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Usnic Gcid: [α]I
Lj [c ; W.N] °H°lx4 ; 2%jq. Rf ; W.xL [hexanek

ethyle acetate N:x4. 1H-NMR E600 MHz, CDCl3S: δ ; qx.xq [s] qH]
OH4] qq.WL [s] qH] OH4] j.+N [s] qH] °°H4]L.FN [s] xH] °Hx4] L.FF [s]
xH] °Hx4] L.qW [s] xH] °Hx4] q.Nj ppm [s] xH]°Hx4.

13C-NMR E75
MHz, CDCl3S: δ ; LWq.+ [CO4] LWW.% [CO4] q+º.L [CO4] q+q.º
[COH4] qN+.j] qF%.W]qjN.F] qjj.x] qW+.%] qWj.x] qW%.q] qWq.F] +º.j]
j+.L [°dibenzofuran4] xL.x [°OCHx4] xq.% [°OCHx4] Lº.q [CHx4] N.N ppm
[CHx4. ESI

--HRMS: m/z calculated for °qºHqjON [M C H]C: x%x.qWLS
found: x%x.qWW.

Results and discussion

Extraction, isolation and elucidation of usnic acid

Usnic acid [L.º g4 was obtained as yellow crystals from dried thallus
of lichen Evernia prunastri [qWW g4] using repeatedly flash column
chromatography with hexanekethyl acetate [N:x4 and hexanektoluenek
ethyl acetate [ºj:j:qj4. The IR spectrum showed bands at L+L+ [°HC
stretching4] qFºN [elongation of the carbonyl group4] qFLº [°;°] enol
ether4] qj%W] q%jj] q%Lq cmCq [aromatic ring4. It should be mentioned
that a wide band was present between xjWW and LFWW cmCq] due to the
many hydrogen bonds present in the solid state.

The qHCNMR spectrum shows characteristic signals at δ qx.xq
and δ qq.WL ppm corresponding to the hydroxyl groups °ºCOH and
°qWCOH respectivelyS δ j.+N ppm corresponding to the HC% from the
double bondS finally δ L.FN] L.FF] L.qWS and q.Nj ppm corresponding
to the methyl substituents. The hydroxyl group °xCOH appears at
qº.º% ppm [=igure q4.

Figure 1. 1H-NMR (600 MHz, CDl3) spectrum of compound 1

Synthesis of acyl-hydrazone obtained from usnic acid
and isoniazid

The synthesis of the acylChydrazone was obtained with an overall
yield of +j8 [q.xº mmol4 as orange crystals [=igure L4. The IR
spectrum showed bands at x%qj [tension due to NCH4] L+Lj [°HC
stretching4] qNWF [tension due to carbonyl group4] qFxW [°;NS °;°]
enol ether] aromatic ring4] qj%+] qxFL] qLLW cmCq. It should be noted
that the NH group at x%qj cmCq mask the signals of the OH groups
present in the molecule.
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The DH5NMR spectrum shows characteristic signals of usnic acid
and the corresponding signals of the protons belonging to the
pyridine group9 which appear upfield CFigure AOS The signals at δ
D:S+z9 δ DAS:z9 and δ DISDA ppm correspond to the hydroxyl groups
CA5OH9 C+5OH9 and CDz5OH respectively% δ +S+: ppm9 H5II9 and
H5IA% δ =S/A ppm9 H5ID and H5I:% δ [S/[ ppm9 H5:% δ AS:[9 NHS
Signals at δ IS=D9 IS][9 DS/+ and DS]/ ppm correspond to the methyl
substituentsS

The activity of isoniazid9 usnic acid9 and their acyl5hydrazone against
susceptible CHA=RvO9 resistant wild type CDM /=O and multidrug
resistances CDM Dz/+O M. tuberculosis strains were evaluated CFigure
:OS The tetrazolium microplate assay was performed in duplicate Ctwo
rowsO based on the methodology already mentioned Csee Materials
and methods partOS The MIC values obtained by compound 1 provide
a better prospect to be potentially active compared to compound 29
the results are shown in Table DS

Biological activity against M. tuberculosis

As it is shown in Table D9 acyl5hydrazone does not ameliorate the
antimycobacterial activity of usnic acid for DM /=5resistant wild type9
nor of HA=Rv5susceptible strains9 but9 contrastingly9 acyl5hydrazone
showed an enhancement of its antimycobacterial activity9 as compared
to usnic acid on HA=Rv5susceptibleS

The comparison of DH5NMR spectrum of usnic acid and acyl5
hydrazone revealed that the chemical shift of CA5OH 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
CMe5D[O9 which appears shifted to downfield Cδ IS]+ to δ IS=DOS

Acyl5hydrazoneU [α]D
IA Cc = zSI[9 acetoneO = ;Iz[9]S Rf = zSA[

Chexane6toluene6 ethyle acetate6methanol :UDU[UDOS 1H-NMR(600
MHz, DMSO-d6): δ = D:S+z Cs9 DH9 OHO9 DAS:z Cs9 DH9 OHO9 DISDA
Cs9 DH9 OHO9 +S+: Cm9 IH9 ICHO9 =S/A Cd9 IH9 ICHO9 [S/[ Cs9 DH9
CCHO9 AS:[ Cm9 DH9 NHO9 IS=D Cs9 AH9 CHAO9 IS][ Cs9 AH9 CHAO9 DS/+
Cs9 AH9CHAO9 DS]/ ppm Cs9 AH9 CHAOS

13C-NMR (75 MHz, DMSO-
d6): δ = IzDSz CCOO9 D/=S[ CCOO9 D++S= CCOHO9 D=AS] CCOO9 D=zSA
CCCOO9 D]AS: CCOO9 D[=S= CCOO9 D[[S/ CCNO9 D:/S: CCNOpyr9 DIISI
CCCNOpyr9 Dz]S[ CCCCO9 Dz[SI CCCCO9 DzIS: CCCHCO9 DzDSz CCCCO9
DzzS/ ppm CCCCOS ESI+-HRMS: m/z calculated for CI:HIINAO= [M ;
H];U :]:SD:[I% foundU :]:SD:=[S

Figure 2. Synthesis of compound 2

Figure 3. 1H-NMR w600 MHz, DMSO-d69 spectrum of compound 2

Figure 4. Biological activity of w19, w29 and isoniazid wINH9 against wa9 susceptible wH37Rv9, wb9
resistant wild type wDM 979, and wc9 multi drug resistances wDM 10989 M. tuberculosis strains

MIC (µg/mL)

Strains Cnumber of strains testedO INHa Compound 1b Compound 2c

M. tuberculosis

HA=Rv5susceptible zSI[ D]Szz ISzz

DM /=5resistant wild type +Szz D]Szz ]:Szz

MDRDM Dz/+5multidrug resistance ISzz D]Szz ]:Szz

aINH = IsoniazidS bCompound D = Usnic acidS cCompound I = Acyl5hydrazone

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

Conclusions

The synthesis of compound 2 Cacyl5hydrazoneO was achieved by a
condensation reaction using commercial isoniazid and usnic acid9
isolated from lichen Evernia prunastri9 giving an overall yield of /[8
Cw/wOS The isolation of usnic acid was performed using standard
protocols of extractions and column chromatographic purificationsS
Their chemical structures were elucidated using DD NMR
spectroscopy and mass spectrometry9 thus corroborating spectroscopic
data reported in the literature C15518OS
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        According to the results obtained by TEMA method, usnic acid 
(1) exhibited MIC value of 16.0 μg/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 μg/mL against H37Rv, 
and 64.0 μg/mL against resistant strain and multidrug resistance from 
M. tuberculosis.  
The MIC values obtained by compound 1 provide a better prospect to 
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.  
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Alcaloides aporfínicos con
actividad antituberculosa
aislados de Ocotea discolor
Kunth (Lauraceae)
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Abstract Resumo

Tuberculosis disease causes thousands of
deaths worldwide andy currentlyy the used
drugs are either not enough or obsolete for its
treatmentq Thereforey new compounds that
combat this disease are been seekq Thusy the
antituberculosis activity of the alkaloids
ocoxilonine B-áy ocoteine B0áy dicentrine B7á
and fyMkmethylenedioxykRyf7yffktrimethoxy
aporphine B4áy isolated from Ocotea discolor
wood was evaluatedq Their structures were
identified by analysis of nuclear magnetic
resonance spectroscopic data BNMR fé – fêy
fRúy Mé – úOSYy êSQú and êMµúáy mass
spectray and comparison with literature dataq
Yll the isolated compounds showed
antituberculosis activityy with a variation
range in the minimum inhibitory
concentration between fK7 to Rf7 µMy being
ocoteine B0á the most active compound against
the virulent strain Mycobacterium
tuberculosis êRTRvq

La tuberculosis causa miles de muertes a nivel
mundial yy actualmentey los fármacos usados
no son suficientes y en ocasiones son
obsoletos para su tratamientoq Por tantoy se
hace necesaria la búsqueda de nuevos
compuestos que ayuden a combatirlaq Se
evaluó la actividad antituberculosis de los
alcaloides ocoxilonina B-áy ocoteina B0áy
dicentrina B7á y fyMkmetilendioxikRy f7yffk
trimetoxiaporfina B4áy aislados de la madera
de Ocotea discolorq Las estructuras fueron
identificadas por medio del análisis de los
datos espectroscópicos de resonancia
magnética nuclear BNMR fé – fêy fRúy Mé –
úOSYy êSQú y êMµúáy espectros de masas
y comparación con datos de la literaturaq
Todos los compuestos aislados demostraron
actividad antituberculosay con un rango de
variación en la concentración mínima
inhibitoria entre fK7 y Rf7 µMy siendo la
ocoteina B0á la más activa contra la cepa
virulenta de Mycobacterium tuberculosis
êRTRvq

éevido a que a tuberculose provoca milhares
de mortes em todo o mundo e a quey
atualmente os medicamentos usados são
inadequados e obsoletos para o tratamento
desta doençay é preciso buscar novos
compostos que ajudem a combatêklaq Yssimy
foi avaliada a atividade antituberculosis dos
alcaloides ocoxilonina B-áy ocoteina B0áy
dicentrina B7á y fyMkmetilendioxikRyf7yffk
trimetoxiaporfina B4áy isolados a partir da
madeira de Ocotea discolorq ãstas estruturas
foram identificadas pela elucidação dos dados
espectroscópicos BNMR fé – fêy fRúy Mé –
úOSYy êSQú e êMµúáy espectros de massas
e por comparação com os dados da literaturaq
Todos os compostos isolados demonstraram
atividade antituberculosisy com um intervalo
de variação na concentração inibitória mínima
entre fK7 e Rf7 μMy sendo a ocoteína B0á o
composto mais ativo contra a variedade
virulentaMycobacterium tuberculosis êRTRvq

Keywords: Mycobacterium tuberculosisy
spectroscopic datay Ocoteinq
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Alcaloides aporfínicos con actividad antituberculosa aislados de Ocotea discolor Kunth (Lauraceae)

Introducción

–a tuberculosis -Tká es una infección bacteriana causada por
especies pertenecientes al complejo de Mycobacterium tuberculosisq
Yctualmente constituye un problema de salud pública a nivel
mundialí con 3DíE millones de nuevos casos y 3íE millones de
muertesí reportados para el QD3; ante la Organización Mundial de la
Salud -1áq –os medicamentos antiéTk usados actualmente son poco
eficientes e involucran cuatro fármacos diferentes en su tratamientoí
por un periodo de I mesesí razón por la cual se han hecho esfuerzos
para desarrollar medicamentos antiéTk más efectivosq

Ysí mismoí la infección con M. tuberculosisí resistente a los
medicamentos antiéTkí provoca un aumento del riesgo del fracaso
terapéuticoí un aumento del tiempo y costo del tratamientoí así como
de sus efectos secundariosq Yunque la bedaquilinaí aprobada por la
%VY en QD3xí se prescribe para el tratamiento de la tuberculosis
multiédrogorresistenteí este medicamento produce serios efectos
secundarios como síndrome QT prolongadoí disfunción del hígado y
aumento en el riesgo de muerte -2áí razones que demuestran la falta
de desarrollo de nuevos agentes antiéTk que actúen a través de
nuevos mecanismos de acción para garantizar un régimen efectivo en
la próxima década -3áq

–os productos naturales han sido una fuente importante de
nuevos esqueletos bioactivos para tratar la Tkí por ejemploí las
manzaminasí pleuromutilinas e hirsutelonas son utilizados en el
desarrollo de medicamentos antiéTk -4áq Vel mismo modoí estudios
previos sobre alcaloides aporfínicos aislados de especies de
–auraceae como Ocotea macrophylla -5á y Rhodostemonodaphne
crenaticupula -6á han evidenciado una tendencia de actividad antié
Tk en estas especiesq 9l género Ocotea es uno de los más estudiados
dentro de la familia –auraceaeí siendo fuente de terpenos -7é9á
neolignanos y lignanos -10é14áí alcaloides aporfínicos -15é17á y
bencilisoquinolínicos -18, 19áí además de compuestos fenólicos y
flavonoides -20é22áq –os estudios de actividad biológica del género
han demostrado que estas especies poseen efectos antimicrobianos
-23é25áí antiparasitarios -26áí antitumorales y citotóxicos -19í 27í
28áJ estas últimas debido a las propiedades de los compuestos
aislados en la inhibición de la topoisomerasa 8 -29áq

™omo ya se mencionó antesí entre las moléculas derivadas de
productos naturales que han mostrado tener actividad antituberculosa
prometedoraí se destacan los alcaloides yí dentro de ellosí los
aporfínicos -30áq ™omo el género Ocotea ha reportado ser productor
de este tipo de alcaloidesí se escogió la especie Ocotea discolor para
su aislamiento y su posterior medición de actividad antituberculosaq
9n ™olombiaí la especie se encuentra en la cordillera centralí a
alturas mayores a 3;DD m sq nq m -31áq

Vebido a que no se ha publicado hasta el momento ningún
reporte fitoquímico o de actividad biológica para esta especieí se
describen aquí los compuestos de tipo alcaloide aporfínico aislados
de la madera y se presenta su efecto en el crecimiento de la bacteria
virulentaM. tuberculosis ®xCRvq
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Material vegetal

–a madera de Ocotea discolor fue colectada en octubre de QD33í en
la vía Vuitamaé™haralá -™olombiaáq –a especie fue determinada por
el biólogo Ydolfo °araí del ®erbario Nacional ™olombianoq Un
espécimen se depositó en el ®erbario Nacional ™olombiano del
8nstituto de ™iencias Naturales en la Universidad Nacional de
™olombia con el número ™O– ;IIQExq

Materiales y métodos

Extracción y Aislamiento

–a rotación óptica fue medida en un polarímetro kellingham M
Stanley YVPEEDhq –os espectros de RMN 3® y 3x™í así como los
espectros QV -™OSYí ®MQ™ y ®Mk™á fueron tomados en un
equipo kruker Yvance™ xDD operado a xDD M®z para 3® y C; M®z
para 3x™q –os desplazamientos químicos están en δ -ppmá y los
experimentos fueron registrados a temperatura ambiente en ™V™lx
-Merckí Ylemaniaáq –a cromatografía en capa delgada -T–™á fue
hecha en placas de silica gel ID %Q;E -Merckí YlemaniaáJ los
compuestos se visualizaron con el reactivo de Vragendorffí vapores
de iodo y luz UV -32áq

Ensayo de actividad anti-TB

Se adaptó del ensayo de microplato de 7I pozos con resazurina
-R9MYáí protocolo publicado por Martin et alq -33áq –a cepa de M.
tuberculosis ®xCRv -YT™™ 7xIDá que se usó como referencia
estándar para estudios de investigación se cultivó a partir de
criopreservado en 3D m– de medio líquido Middlebrook C®7 -kVáq
9ste fue suplementado con DíQz -v/vá glicerol -Sigmaáí DíD;z -v/vá
Tween® HD -Sigmaá y 3Dz -p/vá albuminaí dextrosa y catalasa
-YV™í kVá por incubación a xC °™ en tubos falcons estériles de ;D
m– con agitación esporádicaí durante xéE semanasq Posteriormenteí
se cambió a medio líquido en las mismas condicionesq

–a madera seca y molida de Ocotea discolor -33ID gá fue extraída
con etanol al 7Iz -v/vá a temperatura ambienteq –a evaporación del
solvente se hizo por destilación a presión reducida quedando un
extracto de E3íC gq Una parte del extracto -xD gá fue fraccionada por
cromatografía flash -%™á en silica gel ID -MachereyéNagelí
Ylemaniaá y eluído con YcOiPréMeO®é®QO -73RHR3á hasta 3DDz -v/
vá MeO®í dando 3Q fraccionesq –a fracción H -;3E mgá fue
purificada por %™ con ™®™lxéMeO® -7HRQáí para obtener el
compuesto 1 -3Q mgáq –a fracción 7 -xCD mgá fue purificada por
sucesivas %™ con ™®™lxéMeO® -7R3–7;R;áí donde se obtuvo el
compuesto 2 -C mgáq Ve la fracción 33 -3;DD mgáí por columnas
sucesivas con la fase móvil YcOiPréMeO® en diferentes
proporcionesí se obtuvieron los compuestos 3 -xD mgá y 4 -QD mgáq
Todos los solventes utilizados fueron grado analítico de la casa
Merckí Ylemaniaq

Procedimiento experimental general
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Se preparó una solución stock de cada compuesto en xMSO
BSigma% a una concentración de éCC mgAmLy Los compuestos fueron
probados en cada microplato por diluciones seriadas empezando
desde éCC µgAmL con Middlebrook RP° BFx%w suplementado con
Cwvµ de glicerol BSigma%w CwC;µ de Tween® BSigma% y éCµ de
Oúx: BFx%y Se utilizó agua estéril en los pocillos circundantes para
evitar la evaporación del medio líquidoj el ensayo se realizó por
duplicadoy –l cultivo de M. tuberculosis PíRRv BúT:: °íEC% creció
en medio Middlebrook RPéC BFx% a íR °:w y antes del ensayo se
realizó un paso del cultivo en medio líquido Middlebrook RP°y –l
antibiótico rifampicina BSigma% fue usado como control positivoy La
concentración mínima inhibitoria fue determinada visualmente como
la mínima concentración donde la bacteria no crecióy

Los compuestos 1®4 fueron obtenidos como sólidos cafés amorfosw
los cuales generaron un color naranja en TL: al revelarlos con el
reactivo de xragendorffw lo que sugiere la presencia de alcaloidesy
Los espectros de RMN éx poseen una amplia similitud lo que
sugiere una serie de compuestos estructuralmente relacionadosy –l
espectro RMN éP de 2 mostró hidrógenos de tipo aromático y
alifáticoj las señales en δ íwvC® íwíq BéPw mw P®Ea%w δ íwCR®íwvC BéPw
mw Pé®;%w δ vwqE®vw;; BéPw mw Pv®;%w δ íwéé BéPj ddj Já qwí y éqwCj
Pé®R% y δ vwRq BéPw dw JáéqwC Pzw Pv®R%w corresponden a señales
típicas del núcleo aporfínico B17w 33%w como se muestra en la 8igura
éy

údicionalmentew se observaron las señales entreh δ íw°C®qwéC Bsw
°P% correspondientes a í grupos metoxiw algunos multipletes de
grupos metilenos en δ vwRR–íwvCj dos hidrógenos aromáticos en δ
RwEC Bsw P®6% y δ EwRR Bsw P®éé%w junto con dos singletes típicos del
grupo metilendioxi en δ ;w°í Bsw Pa% y δ EwC6 Bsw Pb% B19%y La
correlación en el experimento :OSY de P®q con Pb®; y las
correlaciones en PMF: de P®q con :®í y :®íaw Pb®; con :®íaw
Pb®R con :®éécw P®6 con :®éC y :®ééw P®éé con :®Ra y :®°
permiten construir cuatro anillos de seis miembrosw dos aromáticos
Bú y x% y dos no aromáticos BF y :% B33®34%w que en conjunto
permiten llegar a la estructura del compuesto 2y ú través de la
comparación con los datos reportados en literaturaw 2 corresponde al
alcaloide ocoteinaw el cual posee un centro asimétrico en la posición
Ea cuya configuración fue inferida por el signo de la rotación
específicaw igual al de otros alcaloides aporfínicos previamente
aisladosw proponiendo así que la configuración relativa del centro Ea
es S B35®37%y

Para cada uno de los demás alcaloides aislados se reunió la
misma información previamente descritaw los datos espectroscópicos
se presentan en la Tabla é y las estructuras en la 8igura vy

Resultados y discusión

Figura 1. Núcleo aporfínico

R1 R2 R3 R4 R5

(1) :Pí O:Pí P O:Pí OP

(2) :Pí O:Pí P O:Pí P

(3) P P P O:Pí P

(4) P O:Pí O:Pí P P

Figura 2. Alcaloides aporfínicos aislados de Ocotea discolor

Los compuestos 1 Bév mg% y 2 BRwC mg% fueron identificados
como ocoxilonina y ocoteinaw respectivamentew los cuales fueron
previamente aislados de las hojas y corteza Ocotea acutifolia B19%y
Los compuestos 3 BíC mg% y 4 BvC mg% fueron identificados como
dicentrinaw y éwv®metilendioxi®íw éCw éé®trimetoxiaporfinaw aislados
de las especies Cassytha filiformis B37% y Cissampelos capensis B38%y

Los resultados del ensayo de actividad anti®TF demuestran que
todos los alcaloides aislados de la madera de Ocotea discolor inhiben
en cierta medida el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis
PíRRvy –l rango de los valores de la concentración mínima
inhibitoria BMI:% se encuentra entre éqC y íéC µMw siendo la
ocoteina B2% el alcaloide más activo con un valor de MI: de ;C µgA
mL BéqC µM%w mientras que los otros compuestos muestran menor
inhibición BTabla v%y

Una comparación estructural con algunos alcaloides similares
tales como í®metoxinordomesticina y leucoxina B5, 6%w indican que la
presencia del benzodioxol es un requisito estructural necesario para
la actividad anti®TFy údicionalmentew la lipofilicidad juega un papel
significativo en la actividadw ya que la presencia de grupos hidroxilo
cerca al anillo que contiene la sustitución metilendioxiw reduce el
efecto anti®TFw como lo demuestra la comparación de la actividad
entre la ocoxilonina B1% y la ocoteina B2%y

No hay duda que los alcaloides aporfínicos con sustitución
metilenodioxi muestran una tendencia de actividad anti®TFw como lo
demuestran no solamente los alcaloides de este estudiow sino también
í®metoxinordomesticinaw leucoxinaw piperolactama ú y B®%®
nordicentrina B38®40%y

Conclusiones

Los alcaloides ocoxilonina B1%w ocoteina B2%w dicentrina B3% y éwv®
metilendioxi®íwéCwéé®trimetoxiaporfina B4% se aislaron por técnicas
cromatográficas de la madera de Ocotea discolory Los datos
espectroscópicos y la comparación con la literaturaw permitieron
determinar inequívocamente su estructura químicay –l ensayo de
actividad anti®TF confirmó la actividad promisoria de los alcaloides
aporfínicos que presentan sustitución metilenodioxi en alguno de los
anillos que conforman el núcleo básico de aporfinay La continuación
de los estudios detallados de los alcaloides presentes en las especies
neotropicales de la familia Laurácea puede arrojar nuevos esqueletos
anti®TF que podrían constituir un punto de partida para el desarrollo
de nuevos principios activos contra la tuberculosisy
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1 (CD3OD) 2 (CDCl3) 3 (CDCl3) 4 (CD3OD)
no. δc δH (J=Hz) δc δH (J=Hz) δc δH (J=Hz) δc δH (J =Hz)
1 145.7 ---- 143.6 148.4 ---- 143.8 ----
2 136.4 ---- 135.1 129.5 ---- 134.7 ----
3 140.9 ---- 139.3 109.8 6.56 s 140.6 ----
3a 119.6 ---- 117.6 120.8 ---- 126.0 ----
4 24.1 2.70-2.82 m 22.6 2.77-2.91 m 29.6 2.51-2.59 m 24.3 2.85-2.98 m

5 54.2

Ha 3.04-
3.18 m

52.9

Ha 3.07-
3.20 m

54.5 3.61-3.77 m 48.9 3.20-3.33 m
Hb 2.42-
2.54 m

Hb 2.46-.55
m

6a 63.5 3.12 t (14.1) 62.1 3.20-3.34 m 63.9 3.02-3.15 m 54.3 2.83-2.95 m

7 26.5

Ha 2.02-
2.14 m

33.5

2.74 d
(14.0)

34.5
Ha 2.60-
2.71 m

34.5 3.60-3.72 m

Hb 3.59 dd
(4.3, 14.1)

3.11 dd
(4.3, 14.0)

Hb 3.02-
3.18 m

3.08-3.15 m

7a 115,3 ---- 123.5 ---- 117.7 ---- 128.8 ----
8 148.2 ---- 110.0 7.60 s 112.9 6.94 s 113.1 6.88 d (7.9)
9 136.7 ---- 147.9 ----- 148.8 ---- 112.0 7.4 d (7.9)
10 152.7 147.8 ---- 149.9 ---- 150.1 ----
11 103.4 7.23 s 111.1 6.77 s 112.0 7.70 s 148.0 ----
11a 128.0 ---- 126.8 ---- 127.8 ----- 127.6 ----
11b 112.5 ---- 111.3 ---- 105.3 ---- 111.2 ----
11c 127.9 ---- 126.8 ---- 124.7 ---- 123.8 ----
N-Me 43.7 2.59 s 43.5 2.61 s 43.9 2.42 s 43.9 2.11 s
1,2 O-
CH2-O

102.2
Ha 5.93 S

100.6
Ha 5.93 s

102.2
Ha 5.95 s

102.2
Ha 5.95 s

Hb 6.07 S Hb 6.08 s Hb 6.09 s Hb 6.09 s
3 O-CH3 59.9 4.00 S 59.5 4.01 s ---- ---- ---- ----
9 O-CH3 61.2 3.80 S 55.9 3.91 s 56.4 3.89 s 56.8 3.88 s
10 O-
CH3

56.3 3.84 S 56.1 3.90 s 56.6 3.86 s 56.5 3.86 s

11 O-
CH3

---- ---- ---- ---- ---- ---- 59.9 3.98 s

Tabla 1. Datos de resonancia magnética nuclear 1H y 13C para los cuatro alcaloides aporfínicos aislados de Ocotea discolor

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

Compuestos Concentración Mínima
Inhibitoria frente aM.
tuberculosis H37Rv (µM)

1 240

2 260

3 140

4 310

Rifampicina 80 nM
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Nanopartículas de CuO y
su propiedad 
antimicrobiana en cepas 
intrahospitalarias 

CuO nanoparticles and 
their antimicrobial activity 
against nosocomial strains 
 
 

Nanopartículas de CuO e 
sua propriedade 
antimicrobiana frente a 
cepas intrahospitalares 
 
 
 
 Abstract Resumo

Using a prototype reactor, CuO nanoparticles 
(NPs) were synthetized through the 
precipitation method, starting from 
CuSO2·5H2O and Cu(CH3COO)2·H2O. 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.

Empleando un prototipo de reactor, se 
sintetizaron nanopartículas (NPs) de CuO a 
través del método de precipitación a partir de 
CuSO2·5H2O y de Cu(CH3COO)2·H2O. Las 
NPs obtenidas fueron caracterizadas mediante 
XRD, FT-IR, TEM y SEM. La actividad 
antimicrobiana de las NPs se determinó 
mediante el método de difusión 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 caracterización de las 
NPs de CuO demostró 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 
representó más del 84%. Los dominios 
cristalinos del CuO–Acet y CuO–Sulf fueron 
15 y 19 nm, respectivamente. Los halos de 
inhibición 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.

Usando um protótipo de reator, sintetizaram-
se nanopartículas (NPs) de CuO pelo método 
de precipitação a partir de CuSO2·5H2O e de 
Cu(CH3COO)2·H2O. 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 difusão 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 caracterização das 
NPs de CuO mostrou que as nanopartículas 
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 domínios cristalinos de CuO–Acet y 
CuO–Sulf foram 15 e 19 nm, respectivamente. 
Os halos de inibição 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 inibição parecidos.

Keywords:  Antimicrobial activity, plate 
diffusion method, nosocomial strains, CuO 
nanoparticles.

Palavras-Chave: Atividade antimicrobiana, 
método de difusão em placa, cepas 
nosocomiais, nanoparticulas de CuO.
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Nanopartículas de CuO y su propiedad antimicrobiana en cepas intrahospitalarias 

Introducción

En la actualidad, se han estudiado las NPs de CuO debido a sus 
promisorias propiedades antimicrobianas (1, 2). Así 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. Además, 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 inhibición 
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 tamaño de las nanopartículas 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 
antifúngico (11, 12), por tanto, su uso está siendo desarrollado en 
diferentes partes del mundo en el ámbito de la salud pública (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 estándares (8, 15-17), 
usándose como soporte en materiales inertes, sin embargo, no existen 
referencias de su actividad bactericida frente a las bacterias 
intrahospitalarias. 
       Ahora bien, la Organización Mundial de la Salud (WHO, por sus 
siglas en inglés) reportó que las infecciones nosocomiales o 
intrahospitalarias (IIH) actualmente llamadas Infecciones Asociadas 
a la Atención de Salud (IAAS) (18), son una importante causa de 
morbilidad y mortalidad, lo que demuestra una calidad deficiente en 
la atención del sector salud (19).  
       A finales de 1998, el Ministerio de Salud del Perú promovió la 
vigilancia, prevención y control de las IAAS con la finalidad de 
mejorar la calidad de atención y, por consiguiente, disminuir la 
morbilidad, mortalidad y costos hospitalarios (18). Según estudios de 
la Dirección General de Epidemiología del Ministerio de Salud del 
Perú, 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 
económicos y con alta presencia de las IAAS 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 podría 
ahorrarse si se evitan los reingresos y por ende las complicaciones de 
los pacientes.  
     Por otro lado, actualmente el Perú 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 tecnológico importante a nivel nacional.  
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       Por tanto, en el presente trabajo se estudió la síntesis de CuO, 
utilizando un prototipo de reactor diseñado para producir hasta 100 g 
de NPs. Adicionalmente, se evaluó la impregnación de estas NPs en 
textiles de algodón, como respuesta a la problemática nacional de 
salud relacionada a las IAAS.  
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Síntesis de las nanopartículas de CuO 

La síntesis se realizó mediante el método de precipitación (16): se 
preparon soluciones acuosas de 0,02 M a partir de sales precursoras 
de acetato de cobre monohidratado (Cu(CH3COO)2∙H2O) de grado 
químicamente puro, Merck Millipore, Alemania y sulfato de cobre 
pentahidratado (CuSO2∙5H2O) de grado técnico suministrado por la 
empresa J.A. Elmer, Perú. Luego cada solución de sal precursora 
preparada se vertió en un reactor piloto de acero inoxidable (33” de 
altura, 15” de diámetro, motor de 1720 revoluciones por minuto 
(rpm) y 0,37 kW de potencia, calentador por inmersión Rotkappe® 
de marca MAZURCZAK) tal como se muestra en la Figura 1. La 
reacción se inició en 100 °C con agitación vigorosa de 500 rpm, 
luego se agregó una solución de 0,1 M de hidróxido de sodio 
(NaOH) con 99,0% de pureza de la marca Merck Millipore, 
Alemania. Inmediatamente, se observó la formación de un 
precipitado marrón y para completar la reacción se mantuvo el 
sistema en agitación 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(CH3COO)2∙H2O y CuSO2∙5H2O fueron 
denominadas de CuO-Acet y CuO-Sulf, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 

Materiales y métodos

Figura 1. Esquema del reactor usado para la síntesis de las nanopartículas de CuO. (a) motor, (b) 
calentador, (c) aislamiento térmico, (d) ingreso de reactivos, (e) deflector, (f) agitador, (g) pilares 
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Vl estudio estructural de las J–S de ñuQ se realizó por difracción de
rayos X empleando un difractómetro –/Jalytical X1–ert –ro con una
radiación ñuZ α 5λ U jqFv°b Å4q equipado con un contador de
centelleo y un monocromador de grafito a la salida del haz
difractadoh 9os datos se recolectaron en un rango de é°° ≤ éθ ≤ jé°°
con °q°é ° de ancho de paso y una tasa de conteo no menor de jF s
por pasoh Vl ajuste del difractograma se realizó por el método de
Rietveldq utilizando el programa Hull–rof 5224h

Hinalmente se aplicó el sistema de identificación multipruebas
/nalytical –rofile %ndex 5/–%4 de la empresa Tiomérieux: /–%
Staphq /–% Strep para identificar bacterias µram positivosq /–% é°V
para la Hamilia Vnterobacteriaceae y /–% JV para las bacterias no
fermentadoras 5244h

–ara determinar la actividad antimicrobiana de las J–s de ñuQ
se utilizó el método de difusión en placa empleado en el %nstituto de
Jormas ñlínicas y de 9aboratorio 5ñ9S% por sus siglas en inglésq4
5254h Vste método es una modificación del método cilindro placa de
cultivo de la Harmacopea /mericana US– Ré 5264q donde la
inhibición bacterianaq mediante la difusión del principio activo de la
muestra a probar en un medio de cultivo sólidoq es evidenciada con
la formación de halos de inhibición 525q 274h Se utilizaq ademásq un
cilindro de acero de b mm de diámetro que se ubica al centro de la
placaq y dentro del cual se vierte un peso determinado de las
nanopartículas 5para este trabajo fue é° mg4q permitiendo que estas
se distribuyan únicamente en el diámetro del cilindro 5284h

–ara cada una de las cepas intrahospitalarias aisladas e
identificadas 5Staphylococcus epidermidisq Aerococcus viridansq
Ochrobactrum anthropi y Micrococcus lylae4q se preparó un inóculo
con una turbidez equivalente a °qF de la escala de Dac Harland 5294
5jqFxj°x UHñLml4 y se sembró por duplicado sobre la superficie del
medio de cultivo TS/q con ayuda de un hisopo estérilh
–osteriormenteq en el centro de la placa con TS/ se colocó el
cilindro de acero para inmediatamente añadir °q°é g de J–s de ñuQh
/l finalizarq las placas se dejaron incubar a RI °ñ por év hh

/quellas cepas que presentaron halos de inhibición fueron
medidas en mm con ayuda de un Vernier de marca Stanley
;ardenedh Se realizó el mismo procedimiento con los controles:
como control positivo se tenían discos impregnados con j°° µ9 de
desinfectante a base de amonio cuaternario 5dilución jLR°4q utilizado
actualmente en el sector saludG como control negativoq se emplearon
discos impregnados con j°° µ9 de agua destilada estérilh Todas las
siembras fueron realizadas por duplicado para cada uno de los
controlesh

Resultados y discusión

9a Higura é muestra los patrones de difracción de rayos X de las J–s
ñuQg/cet y ñuQgSulfh ñuQg/cet solamente muestra los picos de
difracción correspondiente al ñuQq mientras que ñuQgSulfq muestra
una segunda faseq identificada como ñuvSQv5;Q4b 5jbK4h 9a fase de
ñuQ en ambas muestras presentó una ligera orientación preferencial
del plano 5°°j4q cuya intensidad es mayor que la que corresponde a
una muestra de ñuQ sin orientación preferencialh

9os parámetros de red aq bq c y β de la celda monoclínica del
ñuQ fueron determinados por el refinamiento Rietveld de los datosq
usando el modelo y estructura inicial según Åsbrink y Jorrby 5304h
Se tuvo en cuenta la contribución de los efectos del tamaño y la
tensión interna al ensanchamiento del pico de difracciónG ambos
parámetros fueron refinados empleando un modelo isotrópicoh 9os
parámetros estructurales y microestructurales obtenidos del
refinamiento Rietveld son mostrados en la Tabla jh

Difracción de rayos X

9a caracterización morfológica de las J–S de ñuQ se realizó por
microscopía electrónica de barrido de emisión de campo 5HVµSVD
por sus siglas en inglés4q utilizando el microscopio electrónico Zeiss
9VQ Bxé µVD%J%q operado a R kVh 7el mismo modoq se utilizó
microscopía electrónica de barrido y transmisión 5STVDLTVD4
empleando un microscopio electrónico de emisión de campo de alta
resolución kVQ9 kVDgéé°°HS operado a é°° kV con corrector de
aberración esférica en modo STVDh

Microscopía electrónica

Qtra caracterización de vibración molecular de las J–s de ñuQ se
llevó a cabo por espectroscopia infrarroja con Transformada de
Hourier 5HT%R4q empleando un espectrofotómetro %R –restigegéj
Shimadzu utilizando la técnica de reflectancia atenuada total 5/TR4
con rango de análisis de v°°° a v°° cmgjh

Espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier

–ara la evaluación de la actividad antimicrobiana se realizó el
muestreo de vRé superficies correspondientes a tres áreas de Uñ%:
Vmergencia 5jé muestras4q Quirúrgico 5jé muestras4 y Jeonatología
5jé muestras4h Vn cada unidad se realizó el hisopado de tres
superficies diferentes tomando cuatro ejemplares de cada una de
ellas 5manijasq barandasq incubadoras e historias clínicas4h 9as
muestras obtenidas fueron sembradas en medios de cultivo /gar
Tripticasa de Soya 5TS/4 y /gar Dacñonkey e incubadas a RI °ñ
por év hh Hinalmenteq se realizó el recuento bacteriano en Unidades
Hormadoras de ñolonias 5UHñ4 y cada una de las colonias diferentes
fue repicada 5acción de trasplantar de un medio de cultivo a otro4 en
TS/ para su posterior identificaciónh

9a identificación de los microorganismos se realizó por pruebas
bioquímicas convencionalesh –ara la identificación de las bacterias
µram positivas se realizó la búsqueda de las enzimas oxidasaq
catalasaq coagulasa y 7Jasaq tipos de hemolisisq fermentación del
manitolq susceptibilidad a la bacitracina 5°q°v U% – Unidad
%nternacional4 y optoquina 5clorhidrato de etilhidrocupreína4 F µgq
logrando determinar el género bacterianoh

Vn el caso de las bacterias µram negativas se realizaron pruebas
para determinar el tipo de fermentación a los carbohidratos como
glucosaq lactosa y sacarosa a través del medio bioquímico /gar
Triple /zúcar ;ierro 5TS%4q presencia de la enzima lisina
descarboxilasa 59%/4q presencia de motilidad y producción de indol
5medio S%D4q utilización de citrato como única fuente de carbono y
presencia de acetilgmetilgcarbinol 5acetoína4 e hidrolisis de la urea
5234h

Evaluación de la actividad antimicrobiana

Difracción de rayos X
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Figura 3. Micrografías electrónicas de emisión de campo de las nanopartículas de CuO a
magnificaciones de áa, cñ 200,000x y áb, dñ 400,000x para muestras obtenidas a partir de
CuáCH3COOñ2∙H2O y CuSO2∙5H2O, respectivamente

Estos picosO indexados respecto al sistema cristalino monoclínico
Igrupo espacial Cóñc fO archivo N° 1A – RáSz de la base de datos del
International Centre for Diffraction Data IICDDfO son característicos
de las NPs de CuO I8fL La medida del tamaño del cristalito fue
estimado del refinamiento de Rietveld y la fórmula de ScherrerO con
valores de yA y yá nm para las NPs de CuO.Acet y CuO.SulfO
respectivamenteL

Figura 2. Difractogramas de rayos X de nanopartículas de CuO obtenidas de áañ CuáCH3COOñ2·H2O, ábñ CuSO4·5H2O

Tabla 1. Valores de los parámetros de red, tamaño de cristalito promedio, D, y microtensión promedio, ε , para las muestra de NPs obtenidas ásolo de la fase de CuOñ

a IÅf b IÅf c IÅf β I°f D nm ε D

CuO.Acet 1OFáRó Iyf SO1óMóIyf AOySM1Iyf ááOS1 Iyf yAOzF Iyf AROASI1f

CuO.Sulf 1OFá11 Iyf SO1ó1zIyf AOy1SyIyf ááO1R Iyf yáOóR Iyf F1O1yI1f

En la Figura S se muestra la caracterización morfológica por SEM de
las NPs sintetizadas a partir de dos tipos de sales precursorasL En las
Figuras Sa y Sb se muestran imágenes a baja IóRR kXf y alta I1RR
kXf magnificaciónO obtenidas con electrones secundarios de las NPs
de CuO.AcetO donde se observan conglomerados de partículas
cristalinas de apariencia redondeada con tamaños relativamente
heterogéneos que varían entre óR y yRR nmL Las micrografías de las
Figuras Sc y Sd muestran la morfología de las NPs de CuO.SulfL
Estos cristales forman conglomerados laminaresO cada uno de ellos
tiene partículas alargadas de varios tamaños que van entre yR y yyR
nmL

Las imágenes de la Figura S muestras dos morfologías que
diferencian las NPs de CuO.Acet y CuO.SulfL Con la primera sal
precursora los aglomerados de CuO son más redondeados que con
las obtenidas por la segundaO y presentan aglomerados laminares de
CuO alargados Iforma de varillasfL

Microscopia electrónica

a b

c d
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Para determinar con mayor detalle las formas y la cristalinidad
de las partículas que conforman los conglomeradosñ se estudiaron las
muestras mediante STEM~ Las imágenes se adquirieron en modo de
campo claro y contraste Z~ La Figura D muestra las NPs de CuOh
Acetñ las imágenes en campo claro CFigura DaO y contraste Z CFigura
DbO muestran la forma de las partículas que conforman los
aglomerados de tamaño uniformeñ en forma prismáticañ cuyo ancho
es ~0ó nm y largo de ~;5 nm~

La Figura ó muestra en detalle la morfología y la cristalinidad
de las NPs de CuOhSulfR también la imagen en campo claro CFigura
óaO y contraste Z CFigura óbO muestran el crecimiento alargado de las
partículas de CuOhSulfñ con diámetro de ~05 nm y longitud de ~·5
nm~ Del mismo modoñ la Figura óc muestra las distancias
interplanares de las partículasñ cuyos planos cristalinos pertenecen al
CuO~ El patrón de difracción de electrones muestra intensidades
semihcontinuas a lo largo del círculo que muestran un crecimiento
textural de las NPsñ debido a la monocristalinidad de cada una de las
partículas alargadas~
Además de estas partículasñ la Figura x muestra la imagen de una

partícula laminar que no fue encontrada en las imágenes por SEM~
La imagen de campo claro CFigura xaO y campo oscuro CFigura xbO
muestran que se encuentra con las partículas alargadasR la intensidad
uniforme en la partícula laminar muestra que tiene un espesor
uniforme~ En el patrón de difracción de electrones CFigura xcO se
observan intensidades puntuales bien marcadasñ las cuales
corresponden a la fase de CuSOD·H;Oñ cuyos índices de Miller están
en color verdeR las otras intensidades provienen de las partículas
alargadas~

La imagen de la Figura Dc muestra a mayor magnificación la
cristalinidad de las partículas~ En esta imagen se ven distancias
interplanares que corresponden al CuOñ cuyos valores están
marcados en la imagen~ El patrón de difracción de electrones CFigura
DdO corrobora la cristalinidad de las partículasñ cuyas intensidades
indexan con CuO~ Se indican los índices de Miller en la imagen~ Esta
información es concordante con lo encontrado por XRD~

Figura 4. Micrografías electrónicas de las nanopartículas de CuO obtenidas de Cu(CH3COO)2H2O:
(a) campo brillante, (b) campo oscuro (c) espacio d, (d) patrón de difracción de nano haz

Figura 5. Micrografías electrónicas de las nanopartículas de CuO obtenidas de CuSO4·H2O:
(a) campo brillante, (b) campo oscuro, (c) espacio d, (d) patrón de difracción de nano haz

Figura 6. Micrografías electrónicas de las partículas CuSO4·H2O presentes junto con las
nanopartículas de CuO: (a) campo brillante, (b) campo oscuro, (c) patrón de difracción de nano haz

A partir de estas imágenes por microscopia electrónica de
transmisiónñ puede observarse que la síntesis de NPs prismáticas se
forma con el precursor acetato yñ en el caso de las partículas
alargadas y laminares monocristalinasñ con el precursor sulfato~
Usando diferentes tipos de precursores fue posible obtener partículas
con morfologías diferentes~

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

En la Figura v se observa el espectro de transmisión de las NPs CaO
CuOhAcet y CbO CuOhSulf~ Tanto para las Figuras va y vb las bandas
formadas entre ;ó55 a D555 cmh0 son principalmente atribuidas al
modo stretching del enlace OhHh en la superficie de las NPs de CuO~
Además de elloñ para ambos espectros la banda formada alrededor de
0xD5 cmh0 es correspondiente al modo bending del agua C12ñ 31O~
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     En la Figura 7a las bandas en 1550 cm-1 y 1410 cm-1 se pueden 
atribuir al modo stretching del –COO y modo bending del –CH3 
respectivamente (12, 31). Las bandas entre 800 a 1250 cm-1, 
específicamente en 1122 cm-1 y 1085 cm-1 de la Figura 7b pueden ser 
correspondientes a los modos de vibración del CuSO4·H2O 
remanente sin reaccionar (32). Las bandas de absorción infrarroja en 
valores menores que 700 cm-1 muestran los modos de vibración 
característicos de las NPs de CuO. Las bandas en 473 cm-1 y 597 
cm-1 de la Figura 7a y las bandas en 477 cm-1 y 592 cm-1 de la Figura 
7b corresponden al modo de vibración stretching del enlace Cu-O 
(12, 33). 
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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 formación 
de complejos de Cu2+ en el medio agar. Los iones del Cu2+ para el 
caso de las NPs CuO-Acet, probablemente corresponden a un 
proceso de disolución de los átomos externos de las NPs. Para el 
caso de las NPs CuO-Sulf, se puede esperar que los Cu2+ provengan 
también de la fase Cu4SO4(HO)6. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 Figura 7. Espectros infrarojo con trasnformada de Fourier de nanopartículas de CuO: 

(a) Cu(CH3COO)2·H2O, (b) CuSO4·H2O

De la evaluación de la actividad antimicrobiana, se observó que los 
halos de inhibición 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 formación de halos 
de inhibición para las nanopartículas de CuO-Acet para bacterias: (a) 
Staphylococcus epidermidis (12 mm), (b) Aerococcus viridans (10 
mm), (c) Ochrobactrum anthropi (16 mm) y (d) Micrococcus lylae 
(14 mm). Las nanopartículas de CuO-Sulf presentaron los siguientes 
halos de inhibición: (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. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Actividad antimicrobiana

Cepa intrahospitalaria

CuO-Acet

(mm)

CuO-Sulf

(mm)

Control

positivo

(mm)

Control

negativo

(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

Tabla 2. Valores de los diámetros de los halos de inhibición (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)

       Una posible explicación a la inhibición bacteriana por parte de 
las nanopartículas de CuO podría ser la interacción directa que se 
estaría dando con la superficie de la membrana externa de la 
bacteria. En este contexto, estudios realizados con óxidos metálicos 
sugieren que la actividad antimicrobiana estaría dándose por las 
especies reactivas del oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) 
producidas por la presencia de estos óxidos. Allí, las especies de 
oxígeno estarían interactuando con la membrana celular de la 
bacteria y permitiendo el ingreso de las nanopartículas a la célula 
(34). Otros estudios realizados observan que el efecto antimicrobiano 
de estas nanopartículas aumenta con la concentración utilizada, por 
lo que probablemente esta inhibición se deba al aumento de 
interrupciones generadas por las nanopartículas de CuO en la 
superficie de la membrana de la célula generando así un mal 
funcionamiento de los componentes de la célula tales como el ADN, 
lípidos, peptidoglicanos y proteínas (34, 35).
        Muchos investigadores afirman que el mecanismo esencial para 
la citotoxicidad que generan las nanopartículas es la liberación de 
iones Cu2+ que reaccionan con los grupos tiol (SH) de las proteínas 
presentes en la superficie de la membrana de la célula bacteriana. 
Estas proteínas sobresalen de la membrana celular, permitiendo el 
transporte de nutrientes a través de la pared celular. Las 
nanopartículas estarían inactivando estas proteínas, reduciendo la 
permeabilidad de la membrana y llevando a la célula a la muerte (36, 
37).
        En este trabajo, la liberación de los iones Cu2+ podría proceder 
más fácilmente de las NPs de CuO-Sulf, dado que en ellas se 
encuentra también una pequeña cantidad de Cu4SO4(HO)6 el cual, 
por su forma hidratada, interactúa más fácilmente con el medio agar, 
a diferencia de las NPs de CuO-Acet.
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Figura 8. Actividad antimicrobiana de nanopartículas de CuO obtenidas de (a-d) Cu(CH3COO)2·H2O, (e-h) CuSO4·5H2O

La caracterización de las NPs de CuO demostró que cuando son
sintetizadas a partir de CuvCHúCOOhá∙HáO presentan una fase de
CuO puraí mientras que si se sintetizan a partir de CuSOá∙5HáO
presentan dos fasesí siendo la fase mayoritaria de CuOj Lo anterior
puede deberse a la pureza grado técnico de la sal precursoraj Sin
embargoí se puede observar que ambos tipos de NPs tienen un efecto
antimicrobiano frente a las diferentes cepas intrahospitalarias de un
hospital nacional de Lima nortej

Los halos de inhibición de las cepas estudiadas fueron mayores
para las NPs de CuO obtenidas a partir de CuSOá∙5HáO que para las
obtenidas a partir de CuvCHúCOOhá∙HáO; solo para la cepa
Ochrobactrum anthropi presentan halos similaresj Este hecho se
sustentaríaí no solo en la pureza del CuOí sino también debido a que
la morfología de las NPs de CuO de formas alargadas y laminaresí
obtenidas a partir de CuSOá∙5HáOí podrían dañar con mayor
facilidad la membrana celular de las bacteriasí lo que conllevaría a la
inactivación de las mismasj

Otros trabajos de investigación han demostrado que las células
bacterianasí luego de la fijación inicial a una superficieí se mantienen
unidas por un polímero extracelular y forman una biopelículaj
Entoncesí suprimir la formación de la biopelícula es una forma de
prevenir o evitar el crecimiento de las bacterias v38hj Asíí se ha
observado que recubrimientos delgados de ZnO que tienen una
superficie compuesta de agujas de tamaño nanométricoí pueden
penetrar en la membrana celular cuando están en contactoj Ademásí
tales características de la estructura superficial de la película de ZnO
afecta la última etapa del desarrollo de la biopelículaj Por lo anteriorí
el efecto combinado de las características nanoscópicas de la aguja y
las propiedades antibacterianas del ZnO son los responsables del
menor número de bacterias en una superficie v39í 40hj Se puede decir
entoncesí de manera análogaí que la morfología alargada y laminar
de las NPs de CuOñSulf favorece la interacción de estas con la
membrana celular de las bacterias a diferencia de las NPs de CuOñ
Acet que presentaron forma globularj

Conclusiones
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Caracterización de filtros
comerciales para agua a
base de carbón activado
para el tratamiento de
agua del río Tumbes - Perú

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

Caracterização de carvão
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comerciais para tratamento
da água do rio Tumbes -
Perú

Resumen Resumo

Se caracterizaron y se evaluaron carbones
activados comerciales 2çP ãP O y F/
utilizados en filtros para el tratamiento de
agua en la descontaminación de metales
pesados presentes en agua de río y en la
eliminacion de microorganismos coliformesE
los carbones comerciales resultaron tener
estructuras microporosas y mesoporosasT Se
determinaron areas superficiales entre xúé y
™úH mj-gT Los carbones fueron amorfos y se
detectó la presencia de agentes
antibacterianosP tales como çgP OlP Ou y SiT
Se determinó que para el çs y PbP cuyas
concentraciones iniciales en el agua
contaminada 2agua del Río TumbesRPerú/
fueron éHPx y jj%Pú μg-LP respectivamenteP
el porcentaje de adsorción fue cercano al
4úú5T También se encontró que la relación
entre el pU de carga cero de los carbones y
pU del agua del río durante los experimentos
juega un rol determinante en la adsorción de
los elementos analizadosT Por otro ladoP la
capacidad antibacteriana fue evaluada
satisfactoriamente frente a las siguientes
cepas de bacterias gram negativas fecales8
Escherichia coli 2çTOO® jé™jj™/P
Salmonella typhimurium 2çTOO® 4%új®™/ y
Shigella flexneri 2çTOO® 4jújj™/T êsta
capacidad se basa en la presencia superficial
en los carbones de los agentes
antibacterianos mencionadosT

Oomercial activated carbon samples 2çP ãP
OP and F/ 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
microorganismsT The carbon samples had
microporous and mesoporous structuresT
Surface areas of between xúé and ™úH mj-g
were foundT The carbon samples were
amorphous and the presence of antibacterial
agents such as çgP OlP OuP and Si was
detectedT Nt was determined that for çs and
PbP whose initial concentrations in
contaminated water 2water of the Tumbes
riverRPeru/ were éHTx and jj%Tú μg-LP
respectivelyP the percentage of adsorption
was close to 4úú5T The relationship between
point of zero charge pU of the activated
carbons and pU of the river water during the
experiments plays a determinant role in the
adsorption of the analyzed elementsT The
antibacterial capacity was evaluated
satisfactorily against the following strains of
fecal gram negative bacteria8 Escherichia
coli 2çTOO® jé™jj™/P Salmonella
typhimurium 2çTOO® 4%új®™/P and Shigella
flexneri 2çTOO® 4jújj™/T This ability is
based on the surface presence in the carbons
of the mentioned antibacterial agentsT

Oarvões ativados comerciais 2çP ãP O e F/
usado em filtros para o tratamento de água
foram caracterizados e avaliados na
descontaminação de metais pesados da água
do rio e para a remoção de microrganismos
coliformesT Os carvões comerciais mostraram
estruturas microporosas e mesoporosasT
3oram determinadas as áreas superficiais
entre xúé e ™úH mj-gT çs amostras de carvão
foram amorfas e foi detectada a presença de
agentes antibacterianosP tais como çgP OlP Ou
e SiT FeterminouRse queP no caso de çs e PbP
cujas concentrações iniciais na água
contaminada 2água do rio TumbesRPeru/
foram de éHPx e jj%Pú μg-L respectivamenteP
a taxa de adsorção foi de quase 4úú5T
Também foi econtrado que e a relação entre o
pU de carga zero dos carvões e o pU da água
do rio durante as experiências desempenha
um papel decisivo na adsorção dos elementos
analisadosT çlém dissoP a capacidade
antibacteriana foi avaliada com sucesso contra
as seguintes variedades de bactérias gram
negativas de origem fecal8 Escherichia coli
2çTOO® jé™jj™/P Salmonella typhimurium
2çTOO® 4%új®™/ e Shigella flexneri 2çTOO®

4jújj™/T êsta capacidade esta baseada na
presença de agentes bacterianos na superfície
dos carvõesT

Keywords: carbón activadoP adsorción de çs
y PbP remoción de bacterias fecalesT

Palabras clave: activated carbonP adsorption
of çs and PbP removal of fecal bacteriaT

Palavras-Chave: carvão ativadoP adsorção de
çs e PbP remoção de bactérias fecaisT
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Introducción

La contaminación del agua en el Perú se ha convertido en un grave
problema que alcanza distintos territorios y genera diferentes
dificultades2 Una de estas dificultades está relacionada con el
deterioro de la calidad del agua del Río Tumbes por el vertimiento de
metales pesados y otros elementosD producto de la minería artesanalD
y por la carga orgánica y microbianaD producto de la actividad urbana
en la parte alta de la cuenca2

Xl Río Tumbes es un río binacional que nace en Xcuador en
cuya parte altaD cerca de las poblaciones de Portobello y ZarumaD se
desarrolla ilegalmente minería aurífera artesanal2 G su vezD las
poblaciones ubicadas en la parte alta de la cuenca vierten sus aguas
residualesD tratadas y sin tratarD al cauce del Río Tumbes cargándolo
de materia orgánica y bacterias fecales T1E2

Ourante el año H1MND el Proyecto de Modernización del Recurso
–ídricoD manejado por la Gutoridad Nacional del Ggua T2ED
estableció que %Há de los parámetros analizados en el Río Tumbes
excedieron los estándares de calidad ambiental de agua T3E2 Oentro
de estos parámetros se encontraron niveles altos de los coliformes
fecales y cantidades totales de elementos comoF PD GlD SbD GsD ®dD KeD
Mn y Pb2 Xsto afecta a las poblaciones rurales que toman el agua del
río de manera directa o con un tratamiento muy precario2 G pesar de
este problema sanitarioD no se han establecido medidas concretas que
puedan servir para mitigar los efectos de la contaminación del Río
Tumbes2

Los metales pesados y los metaloides son uno de los principales
grupos inorgánicos contaminantes del agua y son altamente
peligrosos para el ser humano2 Xste peligro se debe a que pequeñas
concentraciones metálicas tienen la capacidad de bioacumularse en
el organismo y son causa de varios problemas de salud que pueden
derivar incluso en cáncer T4ED como ocurre con el GsD ®d y PbD entre
los más peligrosos2 Gl respectoD los estándares de calidad ambiental
T5E definen para la categoría GF poblacional y recreacional;
subcategoria GMF aguas que pueden ser potabilizadas con
desinfecciónD que las concentraciones máximas permitidas de GsD ®d
y Pb son M1D j y M1 μg0LD respectivamente2

Xl agua potable en el Perú ha sido definida en el Reglamento de
la ®alidad del Ggua para ®onsumo –umano establecido en la norma
vigente TOecreto Legislativo Supremo N° 1jMñH1M1ñSGE T6ED que
establece como límites permisibles un máximo de %11 bacterias
heterotróficas por mL y ausencia absoluta de coliformes totales y
fecales2 Oe los muchos microorganismos infecciosos que se pueden
encontrar en el agua destacan bacterias como Escherichia coliD
Salmonella typhimurium y Shigella flexneri2 Xstos microorganismos
pueden provocar síntomas como náuseasD vómitosD diarrea y
calambres estomacales2 Xn personas adultasD con un buen estado de
saludD pueden ocasionar enfermedades leves y de poca duraciónD
mientras que en bebésD niñosD ancianos y personas con el sistema
inmunológico deprimido pueden revestir mayor gravedad2
Gctualmente existe una serie de filtros comerciales en el mercado

que contienen distintos materiales adsorbentesD algunos de ellos con
propiedad antibacterianaD los cuales han sido diseñados para el
tratamiento final del agua para consumo humano2 Xstos filtros son
usualmente colocados a la salida del grifo de agua potable para dar
un tratamiento final al agua de consumo yD aparentementeD aseguran
la reducción de compuestos orgánicos e inorgánicos que podría
contener el aguaD así como la eliminación del CCDC á de los
microorganismos presentes2 Por lo anteriorD estos filtros han sido
considerados como una opción viable para ser usados en las áreas
rurales de Tumbes y conseguir agua apta para el consumo humano2

GsíD la presente investigación tiene por objetivo caracterizar los
materiales que componen los filtros comerciales TGD ID ® y OE que
reportan usar carbón activado como material adsorbente y evaluar su
potencial uso en el tratamiento del agua del Río Tumbes2 Son muy
escasas las investigaciones realizadas con soluciones
multicomponentes como agua real contaminadaD evaluando la
presencia de otros cationes y aniones en ella2 GdemásD se evaluó la
relación entre las propiedades de los carbonesD su capacidad de
adsorción de metales y su actividad antibacteriana2

Kueron extraídos de sus respectivos cartuchos cuatro materiales
procedentes de filtros comerciales TGD ID ® y OED utilizados en el
tratamiento final del agua para consumo humano y comercializados
en los principales centros comerciales del país2 Oespués fueron
molidos y finalmente tamizados a un tamaño de partícula menor de
1DH% mm2 G pesar de que sus propiedades puedan variarD debido a que
el tamaño de partícula influye en la adsorciónD es necesario
homogenizar los tamaños de grano de las muestras en estudio para
luego poder compararlos2

Xstos materiales se caracterizaron desde el punto de vista
morfológicoD estructuralD textural y químico2 Las propiedades
morfológicas fueron determinadas mediante microscopía electrónica
de barridoD utilizando un microscopio electrónico con emisión de
campo TKXSXMD por sus siglas en inglésE marca Zeiss modelo Ultra
Plus T®arl Zeiss GVD GlemaniaE2 Xste microscopio electrónico tuvo
acoplado un espectrómetro de energía dispersa TXOSE 6N®G® xñact
TOxford 6nstrumentsD Reino UnidoE que permitió la determinación de
algunos de los componentes superficiales de los materiales
estudiados2 Para obtener las imágenes con el KXSXM las muestras
fueron recubiertas con platinoD mientras que para la obtención de los
espectros XOS se utilizó un recubrimiento de carbono con las
muestras en su tamaño original2

Xl estudio estructural de los materiales se realizó empleando un
difractómetro de rayos X marca Siemens TSiemens GVD GlemaniaE
modelo O%111 operado con radiación ®u8α2

Para el análisis textural se utilizó la técnica de adsorciónñ
desorción con NH a :: 8 en un analizador de área superficial Vemini
V66 HjC1 TMicromeriticsD USGE2 Xl área superficial específica TSIXTE
fue determinada con el método desarrollado por Irunauer–Xmmett–
Teller TIXTE de acuerdo a lo recomendado por la 6UPG® T7E2 Xl valor
del volumen total o neto TVnetE se calculó a partir del valor del
volumen Tde gasE en la isoterma de adsorción de NH para la presión
relativa más cercana al valor 1DCCC2 Los valores del volumen de
microporos TVmicroE y área superficial mesoporosa TSmesoE se
calcularon mediante el método de tñplot usando la ecuación de la
norma GSTM standard Oñx%%xñ1M T8E2 La distribución de tamaños de
mesoporos se realizó utilizando el modelo de –orvathñ8awazoeD
suponiendo una geometría de poros de ranura Tslit pore geometryE
T9E2

Xl punto de carga cero Tp–PZ®E fue determinado mediante el
metodo de pH driftD para lo cual se prepararon soluciones 1D1M M de
8NOj burbujeadas con NH durante N1 min2 Se pusieron %1 mL de
estas soluciones en diferentes frascos y se modificó el p– para
alcanzar valores entre j y M1 TS puntos en totalE2 Xstos valores de p–
fueron alcanzados mediante la adición de soluciones de 1DM y 1D1M M
de NaO– y –HSOND respectivamente2

Materiales y métodos
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Se colocó en cada frasco áFx g de las muestras de carbón activado
y se mantuvo en agitación por A2 h hasta alcanzar el equilibrioj
±uegoF las muestras fueron filtradas y el pú final fue medidoj ~l
púPZB fue calculado de la intercepción entre la curva púinicial vs púfinal
y la curva resultante del supuesto que púinicial es igual a púfinal R10íj

Para las medidas de cinética de adsorciónF la recolección de la
muestra de agua se realizó en el Río Tumbes en la zona de Babo Unga
RXrontera Peru-~cuadoríF durante la época de estiaje Rmes de
ñiciembreíF considerando que en esta época se tiene la concentración
máxima de contaminantes en el aguaF a diferencia de la época
lluviosa donde esta concentración se diluyej Unmediatamente después
del muestreo del aguaF esta fue acidificada con ácido nítrico hasta
llegar a un pú W 3F con la finalidad de evitar la precipitación de los
metales pesados y otros elementosj :ntes de los experimentosF el pú
del agua se reguló a valores entre 5 y 5F6 para acercarse al valor de
pú real del río de 7j

Para las pruebas cinéticas se utilizó un volumen de agua de <áá
m± en erlemeyers de <6á m± y se les adicionó una concentración de
carbón activado de x gD±9 la mezcla se mantuvo en agitación
constante en un agitador magnéticoj Se tomaron / alícuotas de xá m±
por vezF a diferentes periodos de tiempo entre el inicio y los 3áá min
de duración de los experimentosj ~stas alícuotas se filtraron a través
de papel filtro Whatman® xj ±os porcentajes de adsorción R(:dsí
fueron calculados para los distintos tiempos de muestreo en base a la
ecuación [x] R9í;
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Resultados y discusión

Caracterización de los carbones activados comerciales

~n la Xigura x se muestran las imágenes X~S~N de los carbones
activados comerciales estudiadosj Para el caso del carbón activado :
se identificaron dos tipos de estructuras; una de morfología irregular
Rque en la micrografía de menos magnificación se muestra algo
triangularí correspondiente al carbón activadoF y la otra de forma
perfectamente esférica del orden de 6áá μm de diámetroj ~n el caso
de las partículas de carbón activadoF estas mostraron una estructura
altamente porosa con poros irregulares que estaban en el orden de áF6
a 3Fá μmF mientras que las esferas no presentaron porosidadF pero en
su superficie se encontraron partículas de áF6 a xFá μm distribuidas
homogeneamentej

±a muestra M resultó altamente porosaF característica del carbón
activadoj Se observaron superficies con relieves escarpados sobre las
cuales se reconocieron poros con un tamaño promedio de ~x μm con
formas irregularesj :demásF se reconoció la presencia de pequeños
trozos en la superficie del carbón los cualesF en base al análisis de
~ñXF se han identificado como trozos del mismo carbón y otros son
impurezas que podrían provenir de la materia prima o de la
interacción de los componentes de la materia prima durante el
proceso de carbonización en la producción del materialj ~stas
impurezas fueron compuestos a base de :l y Sij

±a estructura del material B mostró una fibra de tejido que
soportaba un material amorfo y porosoj ~ste material se conoce como
tejido de carbón activado Rcloth activated carboní R14íF constituido
por fibras de un polímero Rque por lo general es celulosaí cubiertas
con carbón activadoj ~s posible apreciar cierta porosidad en los
carbones activadosF sin embargoF los poros no son tan prominentes
como en los casos anterioresj

±a muestra ñ presentó a baja magnificación la estructura rocosa
típica del carbón activadoj ~ste material se distinguió por mostrar una
estructura porosa muy ordenada con formaciones tipo panal de
abejas9 la forma de los poros fue bastante regular y tipo ovoidej

~sta porosidad identificada en los carbones activados de los
filtros comerciales analizados es importante desde el punto de vista
de acceso de los agentes contaminantes Rde naturaleza inorgánica yDo
orgánicaí del medio acuoso hacia el interior de los mismos y su
contacto con los sitios activos de adsorción o agentes antimicrobianos
que podrían contener estos materiales y a los que se debe su
capacidad descontaminantej

±a determinación elemental de algunas zonas superficiales de los
materiales estudiados se realizó a través de ~ñSj ±a Xigura < muestra
los espectros obtenidos para las zonas indicadas en las imágenes
respectivasj :síF se confirma que el material corresponde a una matriz
de carbón que contiene :l como impureza RXigura <aíj ±a estructura
esférica del material RXigura <bí contiene elementos como ºF Bl y :g
RXigura <cí9 estos dos últimos con propiedades antibacterianas
conocidas R15íj

~l material M está constituido básicamente por carbono Rel cual
fue extraído de la composición elementalF Xigura 3íF contiene
elementos como NgF :lF XeF º y SiF los que podrían provenir
básicamente de la composición de la materia prima precursora Rque
por lo general es carbón mineralí o del agente químico activador en el
caso que haya sido activado químicamentej

donde Bi es la concentración inicial del elemento contaminante
RμgD±í y Bt es la concentración del elemento contaminante RμgD±í en
el tiempo t Rminíj

Se midieron específicamente los contenidos de :s y Pb durante
las pruebas cinéticasF sin embargoF se hizo un análisis elemental
completo al inicio y al finalF luego de los 3áá min de adsorciónj
Todos los análisis elementales en el agua se realizaron en un equipo
UBP-NS RInductively Coupled Plasma Mass Spectrometerí marca
Thermo Xisher Scientific RUS:í modelo X Series < UBP-NSj

±a determinación de las propiedades antibacterianas de los
materiales se realizó utilizando las siguientes cepas bacterianas
fecales estandar gram negativas; Escherichia coli R:TBB® <6/<<™íF
Salmonella typhimurium R:TBB® xAá<2™í y Shigella flexneri
R:TBB® x<á<<™íj ±as cepas bacterianas se cultivaron en caldo ±uria
R±uria brothí a 35 ºB ± x por <A hj ±uego se centrifugaron por x6 min
a 36áá rpmF y el sedimento resultante se resuspendió en 3 m± de
solución salina fisiológica RáF/( NaBlí9 este procedimiento se realizó
dos vecesj : partir de las células lavadas en suspensiónF se prepararon
diluciones de xá m± para obtener concentraciones de
aproximadamente xá6 UXBDm± para las tres cepasF de acuerdo al
método del tubo de NcXarland Rcon un xá( de variacióníF a las
cuales se le agregaron xá mg del material a evaluarj ±as suspensiones
se agitaron a temperatura ambiente por < hj ±os conteos de los
microorganismos viables de las cepas se realizaron cada 3á min hasta
un tiempo de x<á minj Para ello se tomó áFx m± de la solución
tratada y se diluyó para asegurar que el crecimiento de las colonias
permitiera el conteo fácil y correctoj ±a solución diluida se sembró en
x6 m± de agar Nueller-úintonF y se incubó a 37 ºB por <A hj Bada
evaluación se realizó por triplicado y los valores obtenidos se
promediaron R11-13íj ±o que se reportó en resultados corresponde a
la eliminación de microorganismos a traves del tiempo expresada en
porcentaje R(í respecto de la concentración inicial de
microorganismosj
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El material C LFigura 4a-cD muestra mayor cantidad de elementos
entre los que se encuentran Cu, Si, P, S, Cl, Mg, Al y Ca, los cuales
también podrían derivarse de la composición propia del agente
precursor, así como de los posibles insumos químicos utilizados
durante la producción del carbón.

Figura 1. Micrografías de FESEM de las muestras de los materiales contenidos en los filtros
comerciales A, B, C y D, tomadas a diferentes magnificaciones

a)

b)

c)

Figura 2. La micrografías a la izquierda muestran la region donde se realizó el análisis EDS
de la muestra A, cuyos espectros se representan en las figuras de la derecha. La figura -a)
muestra el analisis EDS de las partículas de carbón activado, mientras que las figuras -b) y
-c) corresponde a distintas regiones de las partículas esféricas

a)

b)

Figura 3. La micrografías a la izquierda muestran las dos regiones -a,b) donde se realizó el análisis
EDS de la muestra B, cuyos espectros se representan en las figuras de la derecha

a)

b)

c)

Figura 4. La micrografías a la izquierda muestran las tres regiones -a-c) donde se realizó el análisis
EDS de la muestra C, cuyos espectros se representan en las figuras de la derecha

La composición de la muestra D se observa en la Figura 5a-c. En
estas micrografías destaca la presencia de Ag que se presenta en
forma de cúmulos cristalinos en la superficie de una matriz de carbón
que corresponde al carbón activado. Adicionalmente se aprecia la
presencia de S y Cl.
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    La Figura 6b muestra la distribución de mesoporos en los 
materiales estudiados. Las muestras A, B y C presentan una 
distribución de poros similar con una mayor cantidad de poros con 
tamaños entre 2 y 10 nm, mientras que en la muestra D la cantidad de 
poros está casi homogéneamente distribuida en todo el rango 
mesoporoso (2–50 nm). Incluso en la muestra D se muestra mayor 
cantidad de poros en la región macroporosa (mayor de 50 nm) 
comparado con el resto de muestras, coincidiendo con las 
micrografías de microscopía electrónica de la muestra en cuestión 
(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 área superficial menores de 1000 m2/g. Los 
valores obtenidos de la razón entre el área mesoporsa respecto al área 
específica total             y la razón del volumen de microporos respecto 
al volumen total de poros          de los materiales estudiados verifica 
lo mencionado respecto de la naturaleza principalmente microporosa 
de las muestras con presencia de mesoporos.
 
        
    
 
 

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

a)

b)

c)

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

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

Muestra de carbón Elementos

A-Morfología irregular Al

A-Morfología 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 adsorción de N2 a 77 K (Fig. 
6a) y la distribución de tamaño de poros en la región mesoporosa 
(Fig. 6b) para las muestras analizadas. Las isotermas de adsorción de 
nitrógeno de todos los carbones concuerdan con la forma de la 
isoterma tipo I(b) de acuerdo a la IUPAC (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 más 
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 adsorción de nitrógeno (77 K) y (b) distribución de poros en la región 
mesoporosa de las muestras analizadas

Muestra
SBET

(m2/g)

Smeso

(m2/g) (%)

Vnet

(cm3/g)liq

Vmicro

(cm3/g)liq (%)

pHPZC

A 705 43 6,1 0,37 0,34 91,9 5,2

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

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

        El punto de carga cero, además 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 carácter ácido o básico de los materiales 
relacionado con la naturaleza de los grupos funcionales (16). De 
acuerdo a los valores de la Tabla 2, para este parámetro los carbones 
C y D presentan un carácter neutro, mientras que el carbón B un 
carácter ligeramente ácido y el carbón A un carácter ácido.
        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 están aproximadamente en 23° y 42° 
corresponden a los planos (002) y (101) correspondientes al grafito 
(17).  
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       El pH es un factor relevante sobre los estados de oxidación en el 
que se encuentran presentes los metales, así como sobre las 
propiedades superficiales del adsorbente, de ahí que influya en el 
porcentaje de adsorción (19). En la Figura 9 se muestra el 
comportamiento del pH durante el experimento de adsorción, así 
como los valores de pHPZC para cada muestra de carbón. 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.

Figura 7. Difractogramas de rayos X de los materiales provenientes de los filtros comerciales A, B, 
C y D

Figura 8. Porcentaje de adsorción de As (a) y Pb (b) contenido en el agua del Rio Tumbes 
utilizando los materiales comerciales estudiados A, B, C y D

  

        Los picos anchos de difracción 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 carbón activado 
superpuesto a otro pico ancho que aparece en 18°, este puede ser 
correspondiente a las esferas que se observan por microscopia 
electrónica. Las muestras B y C son amorfas, mientras que la muestra 
D, además de los picos anchos correspondientes al carbón activado, 
presenta los picos característicos de la Ag metálica (identificado con 
*) (18).

        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 
límite de detección de la difracción de rayos X, que corresponde a 
contenidos mayores a 1% p/p de los compuestos cristalinos presentes 
en la muestra.
 
Adsorción de metales pesados por los materiales 
estudiados

El porcentaje de adsorción de As y de Pb obtenido con todos los
materiales se muestra en la Figura 8. Específicamente para el caso del
As (Figura 8a) se obtuvo una remoción 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 remoción cercanos al 100% en menos
de 10 min. Sin embargo, en el caso de la muestra A el porcentaje de
remoción fue cercano a 80% en los primeros 5 min, luego disminuyó
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 9. Comportamiento del pH durante los experimentos y los respectivos pHPZC de los 
materiales estudiados A, B, C y D

       Cuando el pH de la solución se encuentra por debajo del pHPZC 
del carbón activado, la carga neta es predominantemente positiva, 
favoreciendo la adsorción de aniones, pero cuando el pH es superior 
al valor del pHPZC, la carga neta del carbón es negativa favoreciendo 
la adsorción de cationes (19). Sin embargo, cuando el pH de la 
solución está cerca del valor del pHPZC, el carbón presenta carga 
neutra, pudiendo adsorber tanto aniones como cationes. Este hecho 
permitiría explicar la situación particular del comportamiento del 
porcentaje de adsorción de Pb por parte de la muestra de carbón A. 
De acuerdo a las condiciones de las soluciones utilizadas en las 
pruebas de adsorción de Pb, se encuentra como cation Pb2+ (20) y el 
carbón tendría una carga neta positiva. Por esto, debido a la repulsión 
electrostática entre la superficie del carbón y el catión Pb2+, se 
dificulta la adsorción del mismo.
       Como se muestra para los carbones B, C y D el cambio del pH 
osciló a un nivel cercano de sus respectivos pHPZC, por lo que fueron 
capaces de adsorber el catión Pb2+ y el anión arsénico (AsO4

3-), el 
cual en las condiciones del experimento se encontraría como 
oxianiones negativos (21).
     Otro de los factores a tener en cuenta en los procesos de adsorción 
es la caracterización textural de los materiales adsorbentes. En este 
caso todos los materiales son micro-mesoporosos, característica que 
permite facilitar el acceso del agua de río con los contaminantes hacia 
los sitios activos de los materiales para su adsorción; una menor área 
superficial denota una menor presencia de sitios activos para la 
adsorción de contaminantes. En este sentido, el carbón A presenta la 
menor área superficial específica, área mesoporosa y volumen de 
poros, respecto a los demás carbones. Esto reduce la posibilidad de 
acceso del agua hacia los sitios activos, así como también disminuye 
la presencia de sitios activos de adsorción sobre su superficie. Este 
factor, junto a la relación del pH de la solución (agua del río) durante 
los experimentos y el pHPZC de la muestra, explicarían la menor 
adsorción de As por parte de la muestra.
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Los resultados de las pruebas antibacterianas de los materiales 
evaluados se muestran en la Figura 10. Aquí se puede apreciar la 
reducción 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 solución 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 eliminación de 
esta cepa, llegando hasta valores de eliminación cercanos a 70% 
después de 120 min. Luego le siguen la muestra D, B y finalmente A 
en orden decreciente de efectividad. Así, para el caso de la muestra A 
se alcanzaron valores de eliminación de Escherichia coli que no 
superaron el 30%. En ninguno de los casos se llega a una condición 
de equilibrio, sin embargo, el carbón A se aproximó a ese 
comportamiento después de 120 min.
        Los niveles de eliminación 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 remoción 
superiores a 70% después de 120 min. El carbón D mostró valores de 
eliminación cercanos al 50%, mientras que el material B solo 
presentó niveles que apenas superaron el 30% de eliminación después 
de 120 min.
        Finalmente, la Figura 10c muestra los niveles de eliminación de 
la cepa Shigella flexneri para los materiales analizados. Se observa 
que la muestra D alcanza aproximadamente un 70% de eliminación a 
los 120 min y además se observa que el incremento de la remoción se 
desarrolla en forma casi lineal. Este comportamiento lineal también 
se presentó para el material B, pero su máxima remoción no superó el 
40% a los 120 min. La muestra C presentó un máximo de remoción a 
los 30 min con un valor ligeramente mayor a 40%.
 
        
    
 
 

     En la Tabla 3 se muestran los resultados de la caracterización 
inicial del agua contaminada del Río Tumbes y de las diferentes 
muestras de agua luego de los 300 min de duración de los 
experimentos de adsorción 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 estándar de calidad de agua 
(Categoría A y Subcategoría A1, 10 μg para los dos elementos) (5).
       La cantidad de Al en la muestra inicial de agua del Río Tumbes 
fue de 1750 μg/L, un nivel más alto del estipulado en la normatividad 
(900 μg/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 estándar 
de calidad de agua, sin embargo, la mayoria de materiales, a 
excepción del A, redujeron su concentración hasta valores por debajo 
de este estándar.
        A pesar de que el carbón A redujo los niveles de Al y Fe, siendo 
cationes a las condiciones del experimento, la remoción de estos 
metales resultó ser de solo 26,3 y 17,4 %, respectivamente. Esto 
corrobora lo antes mencionado respecto a que la carga superficial 
neta del carbón A es positiva y la adsorción de cationes se ve limitada 
por las fuerzas de repulsión.
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

Elemento

Concentración

en el agua inicial (μg/L)

Concentration final (μg/L) ECA(*)

(μg/L)A B C D

Al 1750 460 27 48,8 49,3 900

As 56,7 1,2 0,7 2,7 1,8 10

B 93 95,1 95,6 93,7 95,1 700

Ba 72 44,1 54,7 66,1 68,8 700

Be <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 12

Cd 2,2 0,83 1,2 1,0 1,4 3

Cr 2,9 0,84 <0,4 <0.4 <0,4 50

Cu 207 49 10 5,6 6,7 2000

Fe 2920 508 14,6 59,4 28,3 300

Hg <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 1

Mn 229 201 198 191 216 400

Ni 4 3,2 2,1 2,2 2,9 70

Pb 224 11,7 3,9 3,3 2,3 10

Se 1,7 0,45 0,68 1.1 0,97 40

Sn 0,54 <0,2 <0,1 <0,2 <0,2 <0,2

U 0,25 0,034 <0,02 <0,02 <0,02 20

V 4.8 <0,3 <0,3 0,57 0,45 --

Zn 272 323 201 169 265 3000

(*) Estándar de Calidad de Agua (Categoría A-Aguas superficiales destinadas a la producción de agua potable, Subcategoría 
A1-Aguas que pueden ser potabilizadas con desinfección) (6)

Capacidad antibacteriana de los materiales
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Figura 10. Remoción de bacterias fecales estándar gram negativas: (a) Escherichia coli, (b) Salmonella 
typhimurium, (c) Shigella flexneri en porcentaje (%) para las cuatro muestras de filtros comerciales (A, B,
 C y D)



Silupú, C. R.; Solís, R. L.; Cruz, G. J. F.; Gómez, M. M.; Solís, J. L.; Keiski, R. L.

Rev. Colomb. Quim. 2017é 46 /6jé 6íA 9GF44
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UÁTAäj para la ejecución de la presente investigaciónF Hl
agradecimiento también a la úcademia de Zinlandia por el
financiamiento a través del proyecto údOatU /%Áo; :IqI6DjF Uno
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Hn generalé las muestras de carbón activado K y % mostraron
mejor capacidad antibacterial frente a las cepas de enterobacterias
estudiadasF Jara la muestra K la capacidad antibacteriana se basaría
en la presencia de Klé Ku y Si que conforman parte de su
composición superficialx el Kl y el Ku son elementos con capacidad
antibacteriana demostrada /22é 23jF ka capacidad antibacteriana del
Kl reside en sus propiedades antioxidantes moderadas y la reacción
del mismo con componentes de las células microbianasé como lípidos
y proteínas /22jé mientras que los mecanismos que le confieren
actividad antibacteriana al Ku no han sido claramente delucidadosF
Hn relación con el Sié también se han demostrado sus propiedades
antibacterianasé basadas en la inducción de estrés oxidativo debido a
que el Si es una especie reactiva de oxígeno /24jF Hn este compuesto
también se basaría la capacidad antibacteriana de la muestra de
carbon ~F

Hn el caso de la muestra %é la capacidad antibacteriana se basaría
en la presencia de partículas de úg soportadas en la superficie del
carbón activadoé tal como se observa en los espectros H%SF ka
muestra ú también tendría úg en su composicióné pero en cantidades
menores a la muestra %F Jor esta razóné sólo se detectan trazas en los
análisis de H%Sé en los análisis de rayos X no es posible la detecciónF
ka capacidad antibacteriana de la úg ha sido demostrada
anteriormente /25jF Hl mecanismo en el cual se sustenta esta
actividad de la úg se basa en el efecto desnaturalizador de los iones
de úg sobre las moléculas de ú%Á y la inactivación del grupo tiol de
las proteínas /26jF ka mayor capacidad antibacteriana de la muestra
de carbón K sobre el carbón % que contiene úg en algunos casosé se
basaría en el posible efecto combinado por la presencia de Klé Ku y
SiF

Conclusiones

Se caracterizaron cuatro muestras de carbones activados /úé ~é K y
%j extraídos de filtros comerciales utilizados para el tratamiento del
agua y se evaluó su porcentaje de adsorción de metales pesados
presentes en el agua del äío Tumbes – Jerú y su capacidad de
eliminación de microorganismosF Todas las muestras mostraron gran
área superficial /entre íMG y qMI m:fgj y contaban con estructura
micro y mesoporosa desarrolladaé ademásé fueron amorfasF Solo la
muestra % presentó picos asignados a úg metálicaF Se determinaron
diferentes morfologías en los carbonesé además de la presencia de
poros en las muestras úé ~ y %F Hn la muestra ú se identificó la
presencia de un material de geometría esférica /con un diámetro ~GMM
μmj conteniendo Klé úg y YF ka muestra K mostró ser un tejido de
carbón activadoé con fibras que soportan partículas de carbónF

%e la evaluación de los experimentos de adsorción de los
materiales analizados se determinó que para el caso del ús y del Jbé
cuyas concentraciones iniciales en el agua contaminada fueron GIéí y
::9éM μgfké respectivamenteé el porcentaje de adsorción fue cercano
al DMM0F kas propiedades texturales y la relación entre el p™JZK de
los carbones y el p™ del agua del río durante los experimentos
tuvieron influencia en el proceso de adsorciónF

Jor otro ladoé la capacidad antibacteriana fue evaluada
satisfactoriamente frente a las siguientes cepas fecales de bacterias
gram negativas; Hscherichia coli /úTKK® :Gq::™jé Salmonella
typhimurium /úTKK® D9M:S™j y Shigella flexneri /úTKK® D:M::™jF
Hsta capacidad se basa en la presencia superficial en los carbones de
úgé Kué Kl yfo SiF kos materiales estudiados son de potencial uso en
el tratamiento del agua del äío Tumbesé en orden descendente de
efectividad los materiales Ké ~é % y úF
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Universidad Úndustrial de Santanderx *iudad Universitariax 22 NúTx
kucaramangax *olombiaz

*Autor para correspondenciaI jurbina1uiszeduzco

Información de los autores

•

•

•

•

•

Nombres y apellidos completosz

Último título profesionalz

Únstitución en la cual trabajaz

País y ciudad de residenciaz

*orreo electrónico hde cada autor:z

Formato

7l documento se debe presentar en archivo Word zdoc o zdocxx
tamaño cartax interlineado PxAx con márgenes superior e inferior de
PxU cm y DxA cm en los ladosx con letra Times New Roman VPx
páginas numeradas de inicio a finz Se deben usar los títulosI
Resumenx Abstractx Resumox Introducciónx Materiales y
métodosx Resultados y discusiónx Conclusionesx Agradecimientos
hopcional: y Referenciasz

Idioma

Los manuscritos se aceptan en español o inglész Sin embargox
siempre el título, resumen y palabras claves deben presentarse en
los tres idiomasz *omo estrategia para aumentar la difusión y
visibilidad de los resultados se sugiere presentar los manuscritos en
inglész

Los manuscritos que no cumplan con el formato de la Revista serán
devueltos sin pasar por evaluaciónz
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Cuerpo del artículo

Todo el texto debe venir justificado Salineado a izquierda y derechaé2
con las páginas numeradas continuamente8 Todos los títulos y
subtítulos primaros y secundarios deben ir justificados a la izquierda8
Para los títulos SResumen2 Palabras clave2 Abstract2 Keyword2
Resumo2 Palavras-Chave2 Introducción2 Materiales y métodos2
Resultados y discusión2 Agradecimientos2 Conclusiones y
Referenciasé la primer letra va en mayúscula y las demás deben ir en
minúscula y negrilla8 Los subtítulos primarios en minúsculas
sostenida y en cursiva8 Los subtítulos secundarios con minúscula
sostenida y en negrilla8

Siempre se deben definir los términos estadísticos2 abreviaturas
y los símbolos la primera vez que se usan en el artículo8 Para las
unidades de medida se debe usar el sistema métrico internacional8
Cuando no van seguidos de unidades2 los números enteros hasta diez
se escriben con la palabra Suno2 dos2 diezé y mayores de diez con
números Sññ2 ñó2 ñEóé8 Cuando se utilicen números2 estos deben ir
seguidos de sus unidades y se mantendrá un espacio entre uno y otro
SñEE m2 AE mLé8 Si se trata de porcentaje no deje espacio entre el
número y la unidad SNEPé8 En manuscritos escritos en español las
cifras decimales irán separadas por coma S2é y en inglés por punto S8é8
Cite cada figura y tabla en el texto de acuerdo al orden de aparición y
en el siguiente formato” Figura ñ o Figuras ñ y ó o Figuras ñA0ñF o
Tabla ñ8

Cuerpo del artículo

Resumen

Resumen de máximo óEE palabras8 Se sugiere poner una frase
introductoria8 Deben mencionarse los propósitos de la investigación2
los resultados relevantes Sproporcionando datos específicos y2 de ser
posible2 su significación estadísticaé2 y las conclusiones principales
sin incluir citas bibliográficas8 Se debe hacer énfasis en los aspectos
nuevos e importantes del estudio8 Debe evitar presentarse un resumen
descriptivo Saquel donde no se presentan datosé2 en cambio2 debe
presentarse un resumen analítico Saquel en donde se presentan los
datos relevantes obtenidos en la investigacióné8 Debe aparecer
siempre en español2 inglés y portugués8

Palabras clave

Deben listarse de : a R palabras claves8 No se deben emplear las
palabras ya usadas en el título del manuscrito8 Deben aparecer
siempre en español2 inglés y portugués8

Materiales y métodos

En una subsección deben listarse los reactivos utilizados2 la marca y
el país8 Se deben usar subtítulos en los procedimientos utilizados8 Los
procedimientos deben tener el detalle suficiente para permitir a otros
profesionales reproducir la investigación8 Se deben incluir los
equipos empleados2 incluyendo nombre del fabricante y país2 además
de las referencias de la metodología y métodos estadísticos8 Deben
describirse los métodos nuevos o los que han sido sustancialmente
modificados2 sustentando las razones para utilizarlos y evaluando sus
limitaciones8

Los autores que envíen artículos de revisión2 deberán describir
los métodos empleados para localizar2 seleccionar2 extraer y sintetizar
la información8 Siempre que se hagan pruebas estadísticas2 debe
usarse un subtítulo “Análisis estadístico” para su descripción8

Resultados y discusión

Los resultados deben presentarse en un orden lógico y concordante
con el orden de los métodos8 Se deben destacar los resultados que
contribuyen a la generación de nuevo conocimiento8 La información
contenida en tablas no debe repetirse en figuras y viceversa8

En la discusión deben destacarse los aspectos nuevos y relevantes
del estudio2 y evitar repetir información ya facilitada en la sección
Introducción8 Se recomienda evaluar posibles relaciones entre los
resultados obtenidos2 juzgar los resultados en relación con los
obtenidos por otros autores2 y proponer hipótesis que expliquen los
datos obtenidos8

Conclusiones

Debe aparecer mínimo un párrafo con las conclusiones2 vinculado a
los objetivos del estudio2 evitando enumerarlas o presentarlas como
frases sueltas8 Se deben realizar afirmaciones plenamente respaldadas
por los datos8

Agradecimientos

Deben mencionarse las fuentes de financiación de los proyectos de
investigación y%o apoyos recibidos para la realización del estudio
Sbecas2 equipos2 reactivos2 entre otrosé8 Pueden nombrarse a aquellas
personas que hayan prestado su ayuda intelectual al trabajo2 pero
cuyas contribuciones no justifiquen la autoría2 describiendo la
contribución llevada a cabo2 por ejemplo2 gapoyo técnicog2 grevisión
crítica del escritog2 “recolección de muestras”8

Referencias

El formato está basado en la guía de estilos de la American Chemical
Society SACSé8

Referencias en texto” Todas las citas que aparecen en el texto
deben coincidir con las presentadas en la sección Referencias2 y
viceversa8 Las citas deben realizarse con números itálicos en
paréntesis en la línea del texto y dentro de la puntuación8 Por
ejemplo”

0Las condiciones de extracción se encuentran reportadas en otros
estudios S1é8

•

Página inicial
Título

El título debe ir en minúscula2 a menos que la mayúscula sea
mandatoria8 Debe ser conciso pero informativo y no debe exceder
ñóE caracteres incluyendo los espacios8 Debe aparecer siempre en
español2 inglés y portugués8 Por ejemplo”

Oxidación catalítica de tolueno y ó0propanol sobre óxidos mixtos
de Mn y Co obtenidos por coprecipitación8

Catalytic oxidation of toluene and ó0propanol over Mn and Co
mixed oxides obtained by coprecipitation method8

A oxidação catalítica de tolueno e ó0propanol em óxidos mistos
de Mn e de Co2 obtidos por coprecipitação8

•

•

Introducción

Deben presentarse los fundamentos lógicos para la realización del
trabajo8 Solo se dan las referencias estrictamente oportunas y no se
deben incluir datos o conclusiones del trabajo que se está publicando8
Al final de la introducción2 debe presentarse el objetivo del trabajo8

•
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Si hay varias citas se separan con coma Dzq sin espacios entre los
númerosJ si son citas consecutivasz se separan con guión DéqA Por
ejemploB

é Fos resultados obtenidos fueron similares a los reportados por otros
autores D8H w6:3)qA

Fas citas se deben escribir con números naturales acorde a su orden
de apariciónA Si dentro de la redacción del texto se debe mencionar el
autorz entonces la citación debe serB

Un autorB ’uque Dwq
’os autoresB ’uque y Palomeque D3q
‘ás de dos autoresB ’uque et alA D4q

•
•
•

Formato de referenciasB Fas referencias deben ser organizadas en
el mismo orden numérico en el que fueron presentadas a lo largo del
textoA

Revistas

Se debe anotar el apellido y las iniciales del nombre de todos los
autoresA 8pellidos se separan de las iniciales del nombre con comaA
Fas iniciales de los nombres de autores se acompañan con puntoA Fos
autores se separan con punto y comaA Fuego se escribe el títuloA kl
nombre abreviado de la revista en cursivaz de acuerdo al Themical
8bstracts Service Source Vndex DT8SSVz httpBññcassiAcasAorgñ
searchAjspqA kl año en negrillaz el volumen en itálica y las páginas
Dseparadas por guiónqA ’e igual maneraz si el artículo cuenta con ’”V
es necesario incluirlo al final de la referencia DwwwAcrossrefAorgqA

Libros y otras monografías

•

Wasta seis autoresB se incluyen todos los autoresA

’a Silvaz RAJ +issimz VAJ Krosnanz ‘AJ Krosnanz [A Treatine
synthesisB Wepatic metabolism of guanidinoacetate and
creatine in the rat in vitro and in vivoA Amz Jz Physiolz
Endocrinolz Metabz 2009z w96z COwéCwEA ’”VB httpBññ
dxAdoiAorgñEíAEEOCñajpendoANíO/HACííRA

‘ás de seis autoresB incluir hasta los seis primeros autores y a
continuación escribir et alA

•

•

Fibros sin editores
é Stoutz [AJ 8ntonioz [AJ ]almanz ’A Essentials of creatine in
sports and healthA Wumana Press VncAB Totowaz +[z CííRJ pp
Iíé/íA ’”VB httpBññdxAdoiAorgñEíAEííHñNHRéEéONH/OéOHIéCA

é Kudavariz SAJ ”’+eilz ‘A [AJ Smithz 8AJ Weckelmanz PA kAJ
”benchainz [A RAz [rAJ &allipeauz [A 8A RAJ ’’8receaz ‘A 8A The
merck indexH an encyclopedia of chemicalsH drugsH and
biologicalsz EIth edA ‘erck x ToAz VncAB Whitehouse Stationz
+[z CííEJ pp EHwRéEHwNA

Fibros con editores
éRowez RA TAJ Sheskeyz PA [AJ ”wenz SA TA DedsAqA Handbook of
pharmaceutical excipientsz Oth edA Pharmaceutical Press and
8merican Pharmacists 8ssociationB &rayslakez VFz CííwJ pp
HNRéHNNA

•

•

Tapítulo en libro editado
‘cKrienz ‘A Selecting the Torrect pW Value for WPFTA Vn
HPLC made to measure: A practical handbook for
optimizationJ ]romidasz SAz kdAJ WileyéVTWB Weinheimz
&ermanyz CííwJ pp RNéEíIA

Vmpreso
]ingz ]A [A ’evelopment of a pressurized system for oxidation
studies of volatile fluidsA ‘ASA Thesisz The Pennsylvania State
Universityz State Tollegez P8z ‘arzo ENRIA

klectrónico
8bramsz +A ‘A kfficiency enhancement in dyeésensitized solar
cells through light manipulationA PhA’A ’issertation [”nline]z
The Pennsylvania State Universityz University Parkz P8z
’ecember CííOA httpBññetdaAlibrariesApsuAeduñthesesñapprovedñ
WorldWideVndexñkT’éEíwEñindexAhtml Dconsultado el C de
abril de CíE/qA

•

•

Tesis doctoral po similarT

•

Sitios web

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

‘allet Themistry Fibraryz University of Texas FibrariesA
Thermo’ex home pageB 8n index of selected thermodynamic
and physical property resourcesA httpBññwwwAlibAutexasAeduñ
thermodexñ Dconsultado el EN de marzo de CíE/qA

En prensa

‘artínezz GAJ [ouybanz 8AJ 8creez WA kAz [rA Tomments on
‘‘Solubility and thermodynamic function of a new anticancer
drug ibrutinib in CéDCéethoxyethoxyqethanol á water mixtures
at different temperatures”A Jz Chemz ThermodynA 2015A Vn
pressA ’”VB httpBññdxAdoiAorgñEíAEíEwñjAjctACíEOAEEAíIE

Fas tablas deben estar en el cuerpo del artículoz en el orden de
aparición correspondienteA Tanto las tablas como las figuras deben ser
autocontenidas Dpoder interpretarse sin necesidad de recurrir al
cuerpo del artículoqA kn la leyenda de la figuraz o en el título o pie de
la tablaz deben describirse las clavesz abreviaturas y demás
explicacionesA Se recomienda proporcionar además de los promediosz
las desviaciones estándar y demás información estadística relevante a
los datosA Fas fotosz diagramasz mapas y gráficas se clasifican como
figurasA kvite redundancia entre tablasz figuras y textoA

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

Tablas y figuras

•

•
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La rotulación de cada tabla debe ir a la cabeza de la mismaú mientras
que en las figuras debe presentarse al pie/ Evite figuras pequeñas
aisladas: agrupe figuras con información relacionada en figuras
compuestas rotuladas con letras UFigura Taú Figura 0bú etc/h/ Si un
artículo contiene tablas o figuras reproducidas Uasí sean del mismo
autorhú es obligación declarar el origen y presentar permiso para
utilizarlas/

•

Manuscrito aceptado para publicación

Una vez haya finalizado el proceso de revisión por paresú el editor
enviará un correo electrónico alUosh autorUesh del manuscrito junto a
las sugerenciasú indicaciones y comentarios que cada evaluador
efectuó sobre los aspectos de fondo y de forma del artículo/ Según el
concepto de los evaluadores el manuscrito podrá ser rechazado o se
solicitará una segunda versión/

En el segundo casoú para continuar con el proceso de publicación
elUlosh autorUesh deben enviar los siguientes archivos por medio de la
página de la Revista Uhttp:wwwww/revistas/unal/edu/cowindex/phpw
rcolquimh desde su rol de Autor:

La nueva versión del documento en donde se trabaje con control
de cambios o se resalten las modificaciones trabajadas/
Una carta en la que se detallen cada uno de los comentarios de los
revisoresú justificando aquellos casos en los que no se siguió una
determinada indicación o sugerencia/
Las imágenes que se hayan modificado en virtud de los
comentarios de los revisores y las necesidades de la nueva
versión/ Las imágenes deben estar en formato /TIFF con una
resolución mayor a 0xx dpi/

•

•

•

Costo de la publicación

La publicación de un artículoú con una extensión no mayor a 0
páginas de la revistaú tendrá un costo de 10x/xxx pesos colombianos/
Las páginas adicionales tendrán un costo de 1Ix/xxx pesos
colombianos cada una/

Seguidamente el editor verificará la nueva versión y le notificará al
Uosh autorUesh la decisión: aceptación o rechazo/
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Guide for authors Revista
Colombiana
deQuímica

General submission requirements

Manuscripts sent to the Revista ºolombiana de Química 'ºolombian
Journal of ºhemistryO for possible publication must be original 'not
submitted at the same time to any other printed or digital journalOq
7uthors are responsible for the opinions and ideas stated in the
manuscriptq The accuracy of the information in the manuscripts/
including figures and tables/ is the complete responsibility of the
author or the authorsq The manuscripts will be received ONLY
through the Journalws Open Journal System 'OJSO platform 'httpzEE
wwwqrevistasqunalqeduqcoEindexqphpErcolquimOq The authors are
recommended to publish articles in @nglish/ as this contributes to the
international viewing and citation of the article and the Journalq

1q The author must be registered in the website/ otherwise it should
register according to the necessary stepsq 8efore starting/ it is
important that you verify that your submission complies scrupulously
with all the requirements requested by the journal/ otherwise they
will be returned without being evaluated 'See section Preparing for
online submissionOq

2q 7 letter of presentation of the article should be attached/ including
the most relevant aspects of the article and a list of four possible
evaluators that are external to both the institution of the author and
the Universidad Nacional de ºolombia 'National University of
ºolombiaO/ including all its branches/ with Their respective contact
detailsq This cover letter must be signed by all authorsq This cover
letter must be signed by all authors and must specify the contribution
of each author to the preparation of the manuscriptq

8y signing/ the authors declare that they are responsible for the
preparation of the document/ therefore/ it will not be allowed to
eliminate authors throughout the editorial processq The addition of an
additional author may be allowed if the reasons for its incorporation
are adequately justifiedq The request for addition of an author does
not guarantee that the incorporation is accepted/ each case will be
evaluated by the editorial committeeq

3q The version of the online document should not include any data of
authorship/ institutional affiliation or acknowledgments in order to
guarantee an anonymous peer reviewq These data are included in the
submission form through the website and must also be attached in an
additional document 'it is uploaded as a supplementary fileOq

4q 8oth figures and tables should appear in the document in the
appropriate order to facilitate the review processq However/ since
Word lowers the resolution of the images/ it is necessary to also
attach them in a separate file/ in TIFF or JP@G format to the size at
which they will be output/ with NBB dpi resolution minimumq If the
graphics correspond to files worked in @xcel or Word should be sent
in such programs/ but open/ not as an image so that they can be
editedq

In the filiation data/ the categorical order must be keptz Laboratory/
institute/ university/ city/ state/ country/ exmailq @ach filiation must be
listed with superscript numbers and referenced to each authorq The
correspondence author must be denoted with an asteriskq Remember
that in the first submission through the website/ this information
should be included in a separate file/ not in the manuscript/ the
editorial team will include it in the article when it passes the
evaluation processq For examplez

Mauricio 7celasP/ @lizabeth GilU/ Markus áoerrN/ Martha áazaN/ Juan
Manuel UrbinaPS

PLaboratory of Organic and 8iomolecular ºhemistry x LQO8io/
Faculty of Sciences/ Industrial University of Santander/ ºiudad
Universitaria/ 77 WIF/ 8ucaramanga/ ºolombiaq

UFaculty of Sciences/ Pontificia Universidad Javeriana/ ºarrera I Nº
kNxFU/ 8ogotá áqºq/ ºolombiaq

NGroup of Theoretical 8iochemistry x G8QT/ Faculty of Sciences/
Industrial University of Santander/ ºiudad Universitaria/ 77 WIF/
8ucaramanga/ ºolombiaq

*Author for correspondencez jurbina*uisqeduqco

Authors information

•

•

•

•

•

Full names

Last professional title

Institution of work

ºountry and city of residence

@mail 'from each authorO

Format

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

Language

Manuscripts are accepted in Spanish or @nglishq However/ the title/
abstract and keywords should always be presented in all three
languages 'Spanish/ @nglish and PortugueseOq 7s a strategy to
increase the diffusion and visibility of the results it is suggested to
present the manuscripts in @nglishq
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Article body

All text should be justified zaligned left and rightS1 with pages
numbered continuously0 All primary and secondary titles and subtitles
must be justified to the left0 For the titles zAbstract1 Keywords1
Abstract1 Keyword1 Abstract1 Keywords1 Introduction1 Materials and
methods1 Results and discussion1 Acknowledgments1 Conclusions
and ReferencesS the first letter is capitalized and the others must be
lowercase and bold0 Primary subtitles sustained lowercase and italics0
Secondary subtitles sustained and bold lowercase0

Statistical terms1 abbreviations and symbols should always be
defined the first time they are used in the article0 For units of
measurement the international metric system must be used0 When not
followed by units1 integers up to ten are written with the word zone1
two1 tenS and greater than ten with numbers z%%1 %E1 %8ES0 When
numbers are used1 they must be followed by their units and a space
between them z%88 m1 q8 mLS0 If it is a percentage do not leave space
between the number and the unit z/8RS0 In manuscripts written in
Spanish the decimal numbers will be separated by commas z1S and in
English by period z0S0 Cite each figure and table in the text according
to the order of appearance and in the following formatO Figure % or
Figures % and E or Figures %A2%F or Table %0

Abstract

Summary of maximum E88 words0 It is suggested to introduce an
introductory phrase0 The purposes of the research1 the relevant results
zproviding specific data and1 if possible1 their statistical significanceS
should be mentioned1 and the main conclusions not including
bibliographical citations0 Emphasis should be placed on the new and
important aspects of the study0 A descriptive summary should be
avoided zwhere no data are presentedS1 instead1 an analytical
summary should be presented zthe one in which the relevant data
obtained in the research are presentedS0 It should always appear in
Spanish, English and Portuguese0

Keywords

: to N keywords should be listed0 Words already used in the title of
the manuscript should not be used0 They should always appear in
Spanish, English and Portuguese0

Materials and methods

In a subsection should be listed the reagents used1 the brand and the
country0 Subtitles should be used in the procedures used0 The
procedures should be detailed enough to allow other professionals to
replicate the research0 The equipment used should be included1
including the name of the manufacturer and country1 as well as the
references of the methodology and statistical methods0 New or
substantially modified methods should be described1 supporting the
reasons for using them and assessing their limitations0

Authors submitting review articles should describe the methods
used to locate1 select1 extract and synthesize information0 Whenever
statistical testing is done1 a subheading KStatistical analysisK should
be used for its description0

Results and Discussion

The results must be presented in a logical order and consistent with
the order of the methods0 The results that contribute to the generation
of new knowledge should be highlighted0 The information contained
in tables should not be repeated in figures and vice versa0

The discussion should highlight the new and relevant aspects of
the study1 and avoid repeating information already provided in the
Introduction section0 It is recommended to evaluate possible
relationships between the results obtained1 to judge the results in
relation to those obtained by other authors1 and to propose hypotheses
that explain the data obtained0

Conclusions

A paragraph should appear with the conclusions1 linked to the
objectives of the study1 avoiding to list them or to present them as
single sentences0 Assertions must be made fully supported by the
data0

Acknowledgments

The sources of funding of the research projects andLor supports
received for the study zscholarships1 equipment1 reagents1 among
othersS should be mentioned0 Individuals who have lent their
intellectual support to the work1 but whose contributions do not
justify the authorship1 can be named1 describing the contribution
made1 eg Ktechnical supportK1 Kcritical review of the writingK1
Kcollection of samplesK0

References

The format is based on the American Chemical Society zACSS style
guide0

References in textO All quotations that appear in the text must
match those presented in the References section1 and vice versa0
Citations should be made with italic numbers in parentheses in the
text line and within the punctuation mark0 For exampleO

2The extraction conditions are reported in other studies z1S0

•

Main page
Title

The title must be lowercase1 unless the upper case is mandatory0 It
should be concise but informative and should not exceed %E8
characters including spaces0 It should always appear in Spanish1
English and Portuguese0 For exampleO

Oxidación catalítica de tolueno y E2propanol sobre óxidos mixtos
de Mn y Co obtenidos por coprecipitación0

Catalytic oxidation of toluene and E2propanol over Mn and Co
mixed oxides obtained by coprecipitation method0

A oxidação catalítica de tolueno e E2propanol em óxidos mistos
de Mn e de Co1 obtidos por coprecipitação0

•

•

Introduction

The grounds for the completion of the work must be presented0 Only
strictly relevant references are given and data or conclusions of the
work being published should not be included0 At the end of the
introduction1 the objective of the work must be presented0

•
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+f there are multiple quotes they are separated by commas DSP with
spaces between numbers8 +f they are consecutive citationsS they are
separated with hyphens DjP/ ]or example7

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

Litations should be written with natural numbers according to their
order of appearance/ +f within the wording of the text should mention
the authorS then the citation should be7

&n author7 Vuque DWP
Two authors7 Vuque and Palomeque DIP
More than two authors7 Vuque et al/ D4P

•
•
•

Formato de referencias7 The references must be organized in the
same numerical order in which they were presented throughout the
text/

Journals

The surname and initials of the name of all authors should be noted/
Surnames are separated from the initials of the comma name/ The
initials of the names of authors are accompanied by dot/ &uthors are
separated by semicolons/ Then the title is written/ The abbreviated
name of the journal in italicsS according to the Lhemical &bstracts
Service Source +ndex DL&SS+S http7OOcassi/cas/orgOsearch/jspP/ The
year is written in boldS the volume in italics and the pages Dseparated
by dashP/ SimilarlyS if the article has VO+ it is necessary to include it
at the end of the reference Dwww/crossref/orgP/

Books and other monographs

•

Up to six authors7 all authors included/

Va SilvaS R/8 NissimS +/8 WrosnanS M/8 WrosnanS ”/ Lreatine
synthesis7 ‘epatic metabolism of guanidinoacetate and
creatine in the rat in vitro and in vivo/ Amz Jz Physiolz
Endocrinolz Metabz 2009S W96S NH2jN2R/ VO+7 http7OO
dx/doi/orgORU/RRHNOajpendo/9UHJ1/NUU0/

More than six authors7 include up to the first six authors and
then write et al/

•

•

Wooks without editors
j StoutS ”/8 &ntonioS ”/8 KalmanS V/ Essentials of creatine in
sports and health/ ‘umana Press +nc/7 TotowaS N”S NUU08 pp
BUjJU/ VO+7 http7OOdx/doi/orgORU/RUU1O910jRjH91JHjH1BjN/

jWudavariS S/8 O’NeilS M/ ”/8 SmithS &/8 ‘eckelmanS P/ [/8
ObenchainS ”/ R/S ”r/8 íallipeauS ”/ &/ R/8 V’&receaS M/ &/ The
merck indexL an encyclopedia of chemicalsL drugsL and
biologicalsS RBth ed/ Merck g Lo/S +nc/7 Whitehouse StationS
N”S NUUR8 pp R120jR129/

Wooks with editors
jRoweS R/ L/8 SheskeyS P/ ”/8 OwenS S/ L/ Deds/P/ Handbook of
pharmaceutical excipientsS Hth ed/ Pharmaceutical Press and
&merican Pharmacists &ssociation7 írayslakeS +LS NUU28 pp
190j199/

•

•

Lhapter in edited book
McWrienS M/ Selecting the Lorrect p‘ Value for ‘PLL/ +n
HPLC made to measure: A practical handbook for
optimization8 KromidasS S/S [d/8 WileyjVL‘7 WeinheimS
íermanyS NUU28 pp 09jRUB/

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

[lectronic
&bramsS N/ M/ [fficiency enhancement in dyejsensitized solar
cells through light manipulation/ Ph/V/ Vissertation [Online]S
The Pennsylvania State UniversityS University ParkS P&S
Vecember NUUH/ http7OOetda/libraries/psu/eduOthesesOapprovedO
WorldWide+ndexO[TVjRU2ROindex/html Dconsultado el N de
abril de NURJP/

•

•

PhD thesis for similarT

•

Websites

Penn State Vepartment of Lhemistry/ http7OO
www/chem/psu/eduO Dconsultado el 1 de junio de NURJP/

Mallet Lhemistry LibraryS University of Texas Libraries/
ThermoVex home page7 &n index of selected thermodynamic
and physical property resources/ http7OOwww/lib/utexas/eduO
thermodexO Dconsultado el R9 de marzo de NURJP/

In press

MartínezS ]/8 ”ouybanS &/8 &creeS W/ [/S ”r/ Lomments on
‘‘Solubility and thermodynamic function of a new anticancer
drug ibrutinib in NjDNjethoxyethoxyPethanol z water mixtures
at different temperatures”/ Jz Chemz Thermodyn/ 2015/ +n
press/ VO+7 http7OOdx/doi/orgORU/RUR2Oj/jct/NURH/RR/UBR

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

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

Tables ang figures

•

•
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The labeling of each table should go above itx while in the figures
must be presented at the bottom' Avoid Isolated Small Figures: Group
figures with related information into compound letters labeled letters
jFigure 0ax Figure 2bx etc'q' If an article contains tables or figures
reproduced jif they are from the same authorqx it is obligatory to
declare the origin and to present permission to use them'

•

Manuscript accepted for publication

Once the peer review process is completedx the editor will send an
email to the authorjsq of the manuscript along with the suggestionsx
indications and comments that each evaluator made on the format and
content of the article' According to the concept of the evaluators the
manuscript may be rejected or a second version will be requested'

In the second casex to continue with the publication processx the
authorjsq should send the following files through the Journal page
jhttp:zzwww'revistas'unal'edu'cozindex'phpzrcolquimq from its role of
Author:

The new version of the document where you work with change
control or highlight the modifications worked'
A letter detailing each of the reviewersO commentsx justifying
those cases in which a particular indication or suggestion was not
followed'
Images that have been modified under the reviewersO comments
and needs of the new version' Images must be the mentioned
format'

•

•

•

Cost of publication

The publication of an articlex with an extension not exceeding 2
printed pages of the magazinex will cost G 2$x$$$ Colombian pesos'
The additional pages will cost G C$x$$$ Colombian pesos each'

The editor will then verify the new version and notify the authorjsq of
the decision: acceptance or rejection'




