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PROLOGO

El Departamento de Quimica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Univer-
sidad Nacional de Asuncion ha realizado el 111 Congreso Paraguayo de Quimica Pura y sus
Aplicaciones del 01 al 03 de noviembre de 2023, mediante la cual se han presentado el valioso
aporte que realizan los investigadores nacionales e internacionales invitados a la comunidad
cientifica, asi también, difundir los avances y alcances de la Quimica.

El evento tuvo un impacto importante en las instituciones cientificas, ya que fue declarado
de Interés Académico y Cientifico por el Consejo Directivo de la FACEN — UNA, de Interés
Cientifico y Académico por el Consejo Superior Universitario, de Interés Cientifico por el
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia Paraguay.

El espiritu del congreso fue la de que los investigadores compartan los productos de mu-
chas horas de trabajo de investigacion en los laboratorios, intercambios de conocimientos
entre colegas y trabajos de campo.

Este congreso tiene sus antecedentes en los dos encuentros cientificos ya realizados, en
el afio 2011 y en el afio 2019. En ésta III Edicion, se ha abarcado casi todas las areas de la
quimica, como la Fisicoquimica, Quimica Biologica y Biotecnologia, Quimica Ambiental
y Quimica Verde, Quimica de los Materiales, Quimica Medicinal y de Productos Naturales,
Quimica forense, Quimica Teorica y Computacional y la Educacion en Quimica, con la
participacion de renombrados investigadores nacionales e internacionales.

Se ha dado la apertura para formacion de redes de investigacion multidisciplinarios e inter
facultades, asi como se han realizado debates sobre los temas actuales, los mecanismos de
la obtencion de cooperacion y fondos, asi como la de generar el interés y motivacion de los
estudiantes hacia la investigacion.

Las memorias, del III Congreso de Quimica Pura y sus Aplicaciones contiene los aspectos
relevantes de las investigaciones presentadas que fueron presentados mediante conferencias
magistrales, conferencias cortas, ponencias, mesas redondas, videoconferencias y exposicion
de posteres.

En nombre del Comité organizador agradezco a las autoridades de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad Nacional de Asuncion y a las empresas que patrocina-
ron este evento tan importante para el desarrollo de la Quimica en nuestro pais. Asi también
agradecer a los que con mucho entusiasmo han participado en este evento cientifico, tanto
en caracter de expositor, disertante de su trabajo y como participante para adquirir conoci-

mientos, asi también a las personas que de una u otra forma han colaborado con el evento.

Prof. Dra. Maria Carolina Samudio Pérez
Directora del Departamento de Quimica — FACEN — UNA

Miembro del la Comision Directiva
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Conferencia:
Quimica de superficies en reacciones de catalisis heterogénea y nanomateriales

Florencia C. Calaza'*

'Instituto de Desarrollo Tecnolégico para la Industria Quimica (INTEC) - CONICET — UNL
*Correo: fcalaza@intec.unl.edu.ar.

Resumen: En esta charla se mostraran resultados obtenidos desde el campo de Ciencias de Superficies
mediante técnicas fisico-quimicas en ultra-alto vacio (IRAS, XPS, STM and TPD) en el estudio de cata-
lizadores heterogéneos modelo demostrando asi como el entendimiento basico de estos sistemas a nivel
atomico puede contribuir al disefio inteligente de los mismos. El primer ejemplo ilustra como la interac-
cion de glicerol, un subproducto de la preparacion de biodiesel, sobre superficies de cristales Pd(111) y
Au(111) puede ser modificada desde su total descomposicion (Pd) o interaccion débil (Au) a distintos
productos de oxidacion selectiva debido a la presencia de especies oxigeno quimisorbidas. En el segundo
ejemplo se demuestra como la molécula de dioxido de carbono (usualmente inerte en condiciones de
UHV) podria ser convertida a productos de mayor interés a través de su activacion y reduccion solo en
el perimetro de nano particulas de Au (Au/MgO/Ag(001)) que presentan formas 2D muy particulares de
tamafios pequefios y que se encuentran cargadas negativamente en la interface metal-6xido metalico. De
esta manera se demuestra la importancia de identificar el sitio activo de reaccion localmente, mediante
microscopia y caracterizar las especies adsorbidas mediante técnicas espectroscopicas. Como ultimo
ejemplo se mostraran resultados sobre la interaccion de la molécula de H2 con superficies modelo
(peliculas delgadas) de CeO2 , donde se observa la penetracion de atomos de hidrogeno en el seno del
material y se discutira el posible rol de este fendmeno en reacciones de hidrogenacion y/o activacion de
moléculas, también demostrandose estos mismos resultados en catalizadores de alta area superficial donde
se observa formacion de especies de oxigeno activas, peroxidos y superdxidos, sobre ceria policristalina
o nanoestructurada.
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Conferencia:
Quimica verde y nanoparticulas

Vladimir Lavayen'*

nstituto de Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9500, Porto Alegre - RS - Brasil. CEP: 91501-970
*Correo: vladimir.lavayen@ufrgs.br.

Resumen: La quimica verde se define como el disefio de productos y procesos quimicos que reducen o
eliminan el uso o generacion de sustancias peligrosas. Ciertos principios, desarrollados en la década de
los 90’s, crean las bases tedricas para el diseflo y uso de productos quimicos con el objetivo de minimizar
los peligros asociados en su manipulacion y descarte. La investigacion con sistemas nanoestruturados
esta avanzando de forma muy acelerada. Oro, plata, cobre y europio son algunos de nanoparticulas me-
talicas que pueden ser estudiados bajo los conceptos de la quimica verde. Por ejemplo, nanoparticulas
de plata (Ag-NPs) exhiben propiedades antibactericidas, antioxidantes. Como se encuentran dentro las
ciertas formulaciones en productos de cosmética. En este trabajo se abordara conceptos de nanotecnologia
junto a quimica verde en sistemas metalicos nanoparticulados. Se presentara estudios de caso, asi como
resultados desarrollados en nuestro laboratorio.
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Conferencia:
Cristalografia y la ciencia de los materiales

Magna Monteiro'*

"Laboratorio de Materiales Ceramicos, Grupo de Investigacion en Biomateriales, Facultad Politécnica, UNA, San Lorenzo, Paraguay

*Correo: mmonteiro@pol.una.py.

Resumen: La Ciencia de la Cristalografia consiste en el estudio de la estructura de los objetos solidos.
Es un método cientifico de suma importancia aplicado para comprender las propiedades de los materia-
les liquidos, gelatinosos y solidos, incluyendo proteinas y virus, para el disefio y desarrollo de nuevos
materiales incluyendo a los nanomateriales. Esta ciencia nos permite entender como la organizacion
de los atomos en el espacio tridimensional influye directamente en las propiedades fisicas, quimicas y
mecanicas de los diferentes materiales que participan de nuestras vidas diarias. Este trabajo tiene como
principal objetivo presentar a los estudiantes la utilidad y la importancia de la ciencia de la cristalografia
en al estudio de los materiales, sean de ingenieria o no, asi como su aplicacion en las diferentes areas
de la ciencia.
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Conferencia:

Determinacion de residuos de plaguicidas y contaminantes emergentes en muestras ambientales
y de origen vegetal por cromatografia de liquidos y de gases acoplados a espectrometria de
masas

Mario Masis!'*

"Universidad de Costa Rica — Costa Rica

*Correo: mariomasismora@gmail.com.

Resumen: El uso de los plaguicidas y de medicamentos es algo que no se puede evitar, los cultivos se
ven afectados por diferentes plagas y esto causa en ocasiones el uso desmedido de las estas moléculas,
por otro lado, los medicamentos y otras moléculas de cuidado personal se encuentran en nuestras aguas
residuales y no sabemos si presentan algin tipo de degradacion.

La charla se concentré en dos temas de desarrollo, la aplicacion de un sistema de biopurificacion,
conformado por suelo, compost y un material lignoceluloso, generando asi biomezcla que colabore en
la degradacion de residuos de plaguicidas en los campos de aplicacion, reduciendo la contaminacion
puntual, es decir, los momentos cuando se lavan los equipos, el momento de la preparacion del formu-
lado, entre otros.

Se hizo una recapitulacion de varias de las investigaciones aplicadas en Costa Rica, en donde se se
trabajo con pruebas de laboratorio en condiciones controladas de humedad y temperatura y de campo
con formulados, utilizando un grupo de mas de 40 plaguicidas distribuidos entre las familias de organo-
fosforados, triazinas y triazoles.

La otra parte de la charla esta relacionado al monitoreo de esos medicamentos y productos de cuidado
personal en aguas residuales y superficiales. El estudio mostroé la aparicion de algunas de estas molécu-
las, identificadas como antibidtico, analgésicos, anti-inflamatorios, disruptores endocrinos, reguladores
de lipidos, entre otras, en aguas superficiales y aguas residuales posteriores a la planta de tratamiento,
llegando a tener un monitoreo de mas de 40 moléculas categorizadas como contaminantes emergentes.

Junto a esto, se mostroé las tablas de toxicidad y de riesgo de cada una de las moléculas detectadas en
alguno de los cuerpos de agua evaluados.

Para ambas investigaciones se trabajo con el equipo de cromatografia de liquidos acoplada a espectro-
metria de masas, con metodologias pensadas en la reduccién de uso de reactivos quimicos y metodologias
rapidas que permitan hacer varias muestras al mismo tiempo.

Se evidencid la aplicacion de la quimica y de técnicas quimicas para el monitoreo y control de con-
taminantes en el ambiente.
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Conferencia:

Eficacia de la espectroscopia vibracional combinada con métodos quimiométricos multivariante
para la deteccion, identificacion y diferenciacion de manchas de fluidos biolégicos

Gemma Montalvo'*, Cristina Cano-Trujillo', Carmen Garcia-Ruiz', Anna Barbaro' y Fernando
Ortega-Ojeda'

'Universidad de Alcala de Henares — Espafia

*Correo: gemma.montalvo@uah.es.

Resumen: Los fluidos corporales suelen ser pruebas fundamentales en la escena de un crimen. Es vital
que se detecten y analicen correctamente para obtener la maxima informacion posible. Ademas, establecer
el tiempo transcurrido desde la deposicion de una mancha puede ayudar a determinar si una muestra es
relevante para la investigacion del delito y a verificar las coartadas de las personas implicadas.

Actualmente, la identificacion de fluidos corporales se realiza con técnicas presuntivas y confirmatorias,
que son inespecificas y destructivas, respectivamente. Por estas razones, es necesario investigar y validar
técnicas selectivas, no destructivas y rapidas para su uso en investigaciones forenses. La espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier de reflectancia total atenuada (ATR FTIR) puede analizar manchas
muy pequeiias sin destruirlas, lo que permite su posterior analisis con técnicas complementarias. Esta
técnica proporciona grandes cantidades de datos, por lo que procesamiento de datos es esencial para
lograr una correcta interpretacion de los mismos. Esto puede lograrse mediante métodos quimiométricos.

Esta comunicacion se centra en la aplicacion de la espectroscopia ATR-FTIR para estudiar problemas
cientificos forenses como la deteccion de manchas de fluidos corporales en sustratos porosos y su pro-
ceso de envejecimiento, entre otros. Los resultados muestran que el Analisis Discriminante de Minimos
Cuadrados Parciales Ortogonales (OPLS-DA) de los espectros IR de las muestras estudiadas es capaz
de: 1) diferenciar las manchas de fluidos orales y sangre de otras sustancias interferentes que son fuentes
habituales de falsos positivos debido a su similitud visual con la sangre (por ejemplo, salsa de tomate,
BBQ, chocolate, etc.) y que aparecen en sustratos comunes presentes en las escenas del crimen; ii) dis-
tinguir (identificar y clasificar) la fuente de las manchas de fluidos corporales como de origen humano
o animal; y iii) diferenciarlas por el tiempo transcurrido, desde la deposicion hasta tres meses después.
Esta investigacion se ha desarrollado en el marco del proyecto europeo Real-tIme on-site forenSic tracE
qualificatioN (EU-H2020-SUFCT020-883116).
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Conferencia:

Produccion y caracterizacion de precursores de grafeno mediante instrumentaciones avanzadas
a partir de materiales a base de carbono

Julio César Benitez Villalba'*, Daniela Molas Benitez', Juan Esteban Chaparro Figueredo', Edher
Zacarias Herrera!, Alex Mato Da Silva Costa!

"Universidad Nacional de Asuncion, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Departamento de Quimica, San Lorenzo, Paraguay
fCorreo: juliobenitez@facen.una.py.

Resumen: El grafeno, un material bidimensional compuesto por una sola capa de atomos de carbono
dispuestos en una estructura hexagonal, ha despertado un gran interés debido a sus propiedades tnicas y
prometedoras aplicaciones en diversas areas, especialmente en la electronica. Sin embargo, en Paraguay,
la produccion y comercializacion de grafeno son inexistentes debido a la falta de entidades dedicadas a
su produccion y distribucion, asi como a las altas inversiones econdmicas requeridas para establecer esta
industria. El objetivo de esta investigacion fue sintetizar y caracterizar precursores de grafeno a partir
de diferentes materiales a base de carbono (carbon activado, carbon vegetal y ecologico) utilizando la
técnica de Hummers Modificado. Esta técnica, basada en la oxidacion controlada de estos materiales,
ha demostrado ser efectiva en la produccion de 6xido de grafito, 6xido de grafeno y grafeno reducido.
Se implement6 un disefio experimental cualitativo dentro de la metodologia analitica para optimizar el
proceso de sintesis. Para validar los resultados, se llevaron a cabo técnicas de caracterizacion. La es-
pectroscopia UV-Visible se utilizo para analizar las propiedades opticas de los precursores sintetizados,
mientras que la espectroscopia infrarroja FT-IR permitié estudiar las bandas de vibracion y determinar
la presencia de grupos funcionales en los materiales. Estas técnicas confirmaron que el proceso de sin-
tesis fue exitoso, ya que la presencia de grupos O-H se redujo significativamente a lo largo del proceso.
Ademas, se empled microscopia electronica para examinar la morfologia de las muestras y determinar
su composicion quimica. Esto permitid verificar la pureza de los productos obtenidos y evaluar su es-
tructura a nivel nanoscopico. Los resultados obtenidos con la metodologia desarrollada y las técnicas de
caracterizacion utilizadas fueron consistentes con investigaciones de referencia en el campo del grafeno
reducido. Demostrando la viabilidad de sintetizar y caracterizar precursores de grafeno a partir de estos
materiales utilizando la técnica de Hummers Modificado. Los resultados obtenidos respaldan la produccion
exitosa de 6xido de grafito, 6xido de grafeno y grafeno reducido. Estos hallazgos contribuyen al avance
del conocimiento cientifico en Paraguay, donde la produccion de grafeno es escasa, y sientan las bases
para futuras investigaciones y aplicaciones de este material innovador.
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Conferencia:
Quimica de los productos naturales: tendencias y desafios

Francisco Ferreira'*

'Facultad de Ciencias Exactas y Naturales — Universidad Nacional de Asuncion
*Correo: franciscoferreira@facen.una.py.

Resumen: La quimica de los productos naturales es una rama de la quimica que se ocupa del estudio
de la estructura, la composicion y las propiedades de los compuestos quimicos que se encuentran en
la naturaleza. Los productos naturales se encuentran en todo el mundo, en plantas, animales, hongos y
microorganismos. La quimica de los productos naturales enfrenta una serie de desafios, entre los que
se incluyen: la complejidad de los productos naturales los cuales suelen ser compuestos complejos con
estructuras moleculares Unicas. Esto puede dificultar su aislamiento, identificacion y caracterizacion. Otro
desafio incluye a la variabilidad de los productos naturales quienes pueden variar en su composicion
y estructura dependiendo de la fuente de la que se extraigan. Esto puede dificultar la estandarizacion
de sus propiedades y su uso en aplicaciones comerciales. Por Gltimo, la sostenibilidad de los productos
naturales, especialmente en lo que concierne a la demanda de productos naturales (en aumento), lo que
plantea preocupaciones sobre su sostenibilidad. Es importante encontrar formas de desarrollar productos
naturales de forma sostenible, sin agotar los recursos naturales.La quimica de los productos naturales se
encuentra en evolucion, impulsado por una serie de tendencias, entre las que se incluyen:
» Eldesarrollo de nuevas tecnologias: El desarrollo de nuevas tecnologias, como la espectrosco-
pia de masas y la cromatografia, esta facilitando el aislamiento e identificacion de productos
naturales.
* El uso de la biologia molecular: El uso de la biologia molecular esta permitiendo a los cien-
tificos comprender mejor la biosintesis de los productos naturales.
 El desarrollo de nuevos métodos de sintesis: El desarrollo de nuevos métodos de sintesis esta
permitiendo a los cientificos producir productos naturales de forma sintética, lo que puede
reducir su dependencia de las fuentes naturales.

La quimica de los productos naturales tiene una amplia gama de aplicaciones, entre las que se en-
vuelven a la medicina especialmente aquellas fuentes naturales que son empleados en una variedad de
medicamentos, como antibidticos, analgésicos y antiinflamatorios. Otra area de aplicacion es la agricultura
cuando son empleados como pesticidas, fungicidas y herbicidas. En la alimentacion los productos natu-
rales se utilizan como aditivos alimentarios, aromatizantes y colorantes; la cosmética en una variedad de
productos cosméticos, como cremas, lociones y perfumes. La quimica de los productos naturales es un
campo en crecimiento que tiene el potencial de proporcionar nuevos avances en una variedad de campos.
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Conferencia:
La toxicologia analitica en nuestras vidas

Eleuterio Umpierrez'*
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*Correo: eleuterioumpierrez@gmail.com.

Resumen: La ponencia trato de mostrar como a partir de la Toxicologia Analitica se puede pasar de la
quimica pura a la quimica aplicada. Primero se vio como los programas de TV nos motivan y nos con-
dicionan a lo que creemos como Toxicologia/Toxicologia Forense. Se detallo las distintas ramas de la
Toxicologia y como la Toxicologia Analitica es transversal a todas ellas. Se fue exponiendo con ejemplos,
como la Toxicologia esta presente en el dia a dia de todos. Se hizo hincapié en experiencias y participa-
ciones de nuestro laboratorio en temas relacionados con el convenio de Minamata y como eso nos llevo
a tener proyectos internacionales como por ejemplo con el Instituto de Investigaciones de la Amazonia
Peruana de Madre de Dios y las misiones de campo a la mineria ilegal y su impacto.

Otro ejemplo fue todo lo que implico quimicamente implementar la Ley de Regulacion del Cannabis
de uso recreacional y medicinal en Uruguay y desde la Quimica que retos implicé y cuales contintian
apareciendo. Se desarrolld los pasos que involucra un peritaje de drogas de abuso y las variables a tener
en cuenta como: la via de administracion, como se metaboliza, como se excreta en las distintas matrices
y sus interpretaciones, con ejemplos para cannabis y cocaina. Se discutié un ejemplo de un caso realizado
con distintas marcas de inmunocromatografia lateral. Y como afecta el resultado final el tipo/marca de
test utilizado. Y se hizo una mencion de las nuevas sustancias psicoactivas y los retos que conllevan su
deteccion.

El desarrollo de la quimica pura esta asociada a la quimica aplicada, son dos caras de una misma
moneda donde la quimica aplicada tracciona la necesidad de nuevos conocimientos para la solucion de
problemas reales. Contar con los dos perfiles potencia la obtencion de recursos para el crecimiento de
ambos. El objetivo de la ponencia fue tratar de mostrar casos reales donde la quimica pura y aplicada
coexisten logrando dar soluciones a necesidades o problemas reales.
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Conferencia:
Sintesis de productos naturales a partir de dioles de origen microbiano

Enrique Pandolfi'*
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*Correo: epandolfl@gmail.com.

Resumen: Las biotranformaciones son una herramienta fundamental para la produccion de intermedia-
rios para la sintesis quimica de compuestos de alto valor agregado. La ventaja principal de este proceso
es la quimio, regio y estereoselectividad que se obtiene en el proceso en condiciones suaves y a escala
de gramos.

Esta herramienta se basa en la capacidad de ciertos organismos de transformar compuestos quimicos
sencillos mediante la maquinaria enzimatica de su metabolismo secundario en productos de mayor com-
plejidad estructural. Nuestro grupo de investigacion se especializd desde hace unos afios en la sintesis
enantioselectiva de productos naturales o sus derivados, en particular epoxienonas. Como material de
partida para estas rutas sintéticas utilizamos cis-ciclohexadiendioles obtenidos mediante biotransforma-
cion de bencenos monosustituidos (ver figura).

L R . ) Carbohidratos
Tolueno dioxigenasa (TDO) OH Sintesis Organica Terpenos
Alcaloides
O, OH Inositoles
R=Br, |, Cl, Me, CN >99%ee Epoxienonas

Para lograr esto se utiliza una cepa recombinante de E.Coli la cual sobreexpresa la enzima tolueno-
dioxigenasa (TDO), la cual a su vez es la enzima responsable de dihidroxilar el ciclo aromatico.

En nuestra exposicion se resume algunas estrategias sintéticas exitosas para la obtencion de molé-
culas naturales de origen marino como: el (+)-acido ambuico, la (+)-bromoxona, la (+)-epoformina,
(+)-gabosina (A), (+)-especiosina (A), entre otros. Partiendo de dioles monosustituidos con mas del
99% de exceso enantiomérico, se describen las diferentes rutas sintéticas incluyendo las condiciones de
reaccion, la utilizacion de grupos protectores, y una breve descripcion sobre los datos espectroscopicos
mas revelevante para la identificacion de los productos finales.
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Caracterizacion de nanoparticulas de CuO obtenidas mediante tratamiento térmico con
polivinilpirrolidona

S. Rodriguez Bonet'*, Kazi Hanium Maria?, M. Bosco! y F. C. Calaza'
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Introduccion

Los 6xidos de cobre han sido ampliamente estudiados debido a sus diversas aplicaciones, que incluyen
sensores de gas, catalisis, fotocatalisis, baterias, superconductores de alta temperatura critica y conversion
de energia solar, como agente antimicrobiano, entre otras (Singh et al., 2016). Se han investigado varios
métodos de sintesis para preparar nanoparticulas de CuxO con diferentes formas y tamafos. El control
del crecimiento especifico de las nanoparticulas de CuO es esencial para optimizar sus propiedades fisi-
coquimicas, como reactividad quimica, energia superficial, capacidad adsorbente y estructura electronica
del material (Aguilar et al., 2022).

En el presente trabajo, se propone un método sencillo de sintesis de nanoparticulas de Cu O mediante
tratamiento térmico de una solucion de nitrato de cobre y Polivinilpirrolidona (PVP:C H,NO). El PVP
actia como agente de recubrimiento y moderador del tamafio de las nanoparticulas, el cual se elimina
posteriormente durante el tratamiento térmico. Se espera obtener un material de alta pureza con propie-
dades consistentes mediante un proceso amigable con el medio ambiente, ya que no se generan materia-
les toxicos ni se requiere una gran cantidad de quimicos para su produccion. La temperatura optima de
calcinacion sera determinada para obtener CuxO (x=1-2) de alta pureza y con un control sobre el estado
de oxidacion del cobre. Las propiedades estructurales, morfologicas y la composicion quimica de las
nanoparticulas resultantes seran analizadas en detalle.

Materiales y métodos

Preparacion de las Cu O-NPs: EIPVP (PM =40.000 g/mol) y el nitrato de cobre (Cu(NO,),.3H,0) 99,1%,
utilizados para la sintesis de los materiales fueron de la marca Anedra. La disolucion de PVP se prepar6
disolviendo 2 g 0 4 g de PVP en 100 mL de agua desionizada, la cual se agit6 magnéticamente durante
2 h a 60 °C para asegurar la obtencion de una mezcla homogénea. A la disolucion se le agregd 0,2 g de
Cu(NO,),.3H,0 y se continu6 con agitacion magnética a 60°C por 2 h. La mezcla obtenida se secé en
estufa a 70 °C por 24 h hasta obtener un s6lido quebradizo de color celeste que posteriormente molido
en un mortero de 4gata y calcinado en mufla a 300, 350, 400, 450 y 500 °C sin rampa de temperatura y
en atmosfera de aire durante 4h.

Analisis y caracterizacion: Mediante analisis termogravimétrico (TGA) se determind la temperatura
minima de calcinacidn para eliminar completamente el PVP, la que resulté >350 °C. La estructura crista-
lina fue estudiada mediante difraccion de rayos X (XRD), usando radiacion Cu Ka con 26 en el rango de
10° a 80° con pasos de 0,05°. La morfologia y estructura de las Cu O-NPs se estudiaron por microscopia
electronica de transmision (TEM) con un microscopio JEM-2100 Plus, operando a 200 kV. La composicion
quimica superficial (~ 5 a 10 nm de profundidad) de la muestra se estudié mediante espectroscopia foto-
electrénica por rayos X (XPS) para lo cual los espectros se recogieron con un equipo XPS VG ESCA2000
del Laboratorio de Fisicoquimica de Superficies — INFAP (San Luis). Se analiz6 ademas el estado de
oxidacion del cobre en la superficie por quimisorcion de CO seguida por espectroscopia infrarroja (FTIR),
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en la que se observo la union caracteristica del CO-
Cu. El analisis de adsorcion de CO fue realizado en
modo trasmision en una celda de vacio (P=1.10*
Torr) con un espectrofotdmetro Nicolet 8700 FTIR
con detector de Hg-Cd-Te (MCT).

Resultados y discusion
Mediante TEM se observo la presencia de agrega-
dos de nanoparticulas policristalinas, con tamafios
que varian de manera muy heterogénea entre 20 a
120 nm aproximadamente.

En la Fig. 1 se observan algunos planos con
distancias interplanares de 1,9 A, 2,3 A, 25Ay
2,7 A que corresponden a planos (-202), (111),
(200), (002) y (110) respectivamente, los cuales se
corresponden con los observados en el analisis por
XRD. Se continua con el analisis de las imagenes
para determinar cudles son las facetas expuestas de
las nanoparticulas.

Figura 1. Imagenes de TEM de la muestra de CuO preparada
con 4 g de PVP de alta magnificacion.

En la Fig. 2 se muestran los patrones XRD de
las muestras antes y después de la calcinacion. Se
observa que a mayores temperaturas de calcinacion
ocurre una transformacion de un estado amorfo
(correspondiente al PVP) a una fase cristalina.
La muestra calcinada a 300°C exhibié un pico no
definido que se podria asignar a la fase Cu0O(De Los
Santos Valladares et al., 2012).

Sin embargo, temperaturas de calcinacion
> 300°C condujeron a la aparicion de picos de
difraccion correspondientes a diferentes planos
de cristal, que se asignan a la fase monoclinica de
CuO (JCPDS Card n0.48-1548). Se determinaron
las constantes de red de la fase CuO a=4,69 A, b
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Figura 2. Patrones XRD de CuO-NPs a varias temperaturas
de calcinacion.

=342 Ayc=5,13 A. A mayores temperaturas,
los picos de difraccion se vuelven mas intensos y
estrechos, lo que sugiere una cristalinidad mejo-
rada y un tamafio de particula mas grande. Estos
hallazgos concuerdan con investigaciones previas
sobre la oxidacion térmica de peliculas delgadas de
CuxO (Aktar et al., 2020).

En el analisis del espectro completo (0 a 1200
eV) tomados con anodos de Al y Mg no se obser-
van sefiales que puedan pertenecer otros elementos
(datos no mostrados). Se detectaron sefiales de Ols
(529,5 eV) correspondiente al oxigeno de la red de
CuO y la sefial a 531,8 eV puede ser atribuida a
otras especies de oxigeno como ser oxidrilos (OH")
o iones O* intrinsecos que podrian ser de defectos
(Priyanka et al., 2023). Datos no mostrados.

En el espectro de la Fig. 3, se observan picos car-
acteristicos correspondientes a los niveles internos
del Cu2pl/2 (~952,7 eV) y Cu2p3/2 (~932,9 eV)
con una diferencia de ~19,8 eV, las que correspon-
den a senales caracteristicas de Cu®". Se observa
ademas las sefiales de los picos satélites (shake-up)
del Cu2p a ~940,9, ~943,3 y ~961,4 eV que son
atribuidos a CuO. En el espectro de la muestra cal-
cinada a 300C se observa un corrimiento a energias
mas bajas lo que puede corresponder a sefiales de
Cu® o Cu’. Para determinar el ambiente quimico
en el que se encuentra el cobre en esta muestra, se
realizo un analisis de las sefiales de transicion Auger
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Figura 3. Espectros XPS de la region Cu-2p de las muestras
calcinadas a distintas temperaturas

L,MM del Cu (Figura 4). Se observa que las sefiales
de las muestras calcinadas a temperaturas mayores a
300 aparecen a 918,1 eV en energia cinética. Estos
valores de energia son coherentes para CuO, y son
consistentes con lo reportado por Biesinger (2017).
Sin embargo, la muestra calcinada a 300C muestra
un espectro de intensidad muy baja y ademas con
un corrimiento a menores energias. El analisis del
parametro Auger para determinar el estado de oxi-
dacion del Cu en esta muestra no fue concluyente.

El analisis de adsorcion de CO en el material
se realizo para las muestras calcinadas a distintas

—293OOCX 10 9181
——29350C
——2g400C
—— 4g400C
——2g500C

Cu2+

Intensity (au)

/a

1 1 1 1 1
905 910 915 920 925
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Figura 4. Espectros XPS de la transicion Auger de Cu LMM
de las muestras calcinadas a distintas temperaturas.

temperaturas. La muestra calcinada a 500°C no
mostro sitios de adsorcion de CO (datos no mostra-
dos), sin embargo, en la Fig. 5 pueden observarse
sefiales caracteristicas de CO adsorbido en sitios
correspondientes a Cu® o Cu* (2115 — 2108 cm-1)
(Baidya et al., 2020), para las muestras calcinadas
a 350, 400 y 450 °C. Estas especies adsorbidas
fueron estables en la muestra calcinada a 450C hasta
> 150 °C y la intensidad de las sefiales fue mucho
mayor para la muestra que en las otras muestras.
La muestra calcinada a 300 °C (S300) no mostro
ninguna sefial caracteristica de CO adsorbido, po-
siblemente porque aun se encuentran restos de PVP
en la superficie que cubren estos los sitios activos.

Adsorcidon de CO-FTIR (RT, P=40Torr)
2110
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Figura 5. Espectros IR de adsorcion de CO sobre Cu O-NPs

Conclusiones

El tratamiento térmico de Cu(NO,),.3H,0 con PVP
produjo nanoparticulas policristalinas de 6xido de
cobre de alta pureza y con amplia variabilidad en
sus formas y tamafios. La cristalinidad y el tamafio
de nanoparticula se mejoran con el aumento de la
temperatura de calcinacion. Temperaturas de cal-
cinacion mayores a 350 °C asegura la eliminacion
de residuos de PVP de las muestras.

Si bien el efecto de la cantidad de PVP en el
tamafio de particula no pudo comprobarse por
TEM, futuros estudios en rangos mas amplios de
esta variable y por técnicas de XRD podrian arrojar
informacién mas concluyente al respecto.
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En cuanto a los analisis por XPS y XRD no de-
tectaron la presencia de especies de Cu® o Cu’, sin
embargo, la quimisorcion de CO a temperatura am-
biente seguida por FTIR comprueba la existencia de
estos sitios en las muestras a temperaturas interme-
dias de calcinacion (350 — 450C). Estos resultados
sugieren que la temperatura de calcinacion influye
en el estado de oxidacion de Cu 'y que mediante téc-
nicas especificas con mayor sensibilidad a especies
superficiales pueden ser observarlas aun cuando no
se detectan por XRD y XPS, probablemente por en-
contrarse en tamafios o concentraciones inferiores
a sus limites de deteccion.
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Introduccion

En el vasto panorama de la investigacion cientifica y tecnoldgica, ciertos materiales emergen como au-
ténticos protagonistas debido a sus propiedades excepcionales y potencial para revolucionar multiples
aplicaciones. Uno de estos materiales que ha atraido la atencion de la comunidad cientifica es el com-
puesto ceramico CaCu,Ti,0O,,, conocido como CCTO. Su versatilidad y propiedades multifuncionales
han despertado un interés creciente, proyectando su utilidad en diversas esferas tecnoldgicas. Sin em-
bargo, a pesar de sus ventajas prometedoras, el camino hacia su plena explotacién no ha estado exento
de desafios intrigantes.

Una de las caracteristicas mas destacadas del CCTO es su excepcional constante dieléctrica, que alcanza
valores notables en torno a 10000 en un amplio rango de temperaturas y frecuencias, como demostraron
los estudios iniciales llevados a cabo por Subramanian et al. (2000). Esta propiedad, junto con otras como
la capacidad varistora, sensibilidad y fotoluminiscencia, abre un abanico de posibilidades en campos
como la electronica y su uso en sensores. No obstante, el entusiasmo generado por estas propiedades ha
sido moderado por las pérdidas dieléctricas que limitan su viabilidad comercial.

Ante esta encrucijada, varios investigadores han dirigido sus esfuerzos hacia la modificacion de la
composicion del CCTO, explorando la sustitucion o dopaje con iones como Ca**, Cu?", Mg?* y Sr** entre
otros, con la intencion de superar las limitaciones y potenciar sus beneficios. Ademas, se han investigado
nuevas formas de aplicacidén, como ceramicas porosas y peliculas delgadas, asi como su respuesta como
catalizadores, o sistemas de almacenamiento de energia, especialmente enfocadas en aplicaciones en
sensores y dispositivos dieléctricos.

Este estudio se centra en un enfoque especifico: comprender las propiedades eléctricas y sensoras del
CCTO en diversas configuraciones, estableciendo un vinculo directo entre su estructura y su funcionalidad.
Al abordar esta investigacion, se contribuye al desarrollo de materiales versatiles y eficientes que encuen-
tran aplicacion en campos tan diversos como la electronica avanzada y la conservacion ambiental. A través
de un analisis profundo y sistematico, se busca allanar el camino para el aprovechamiento pleno de las
capacidades del CCTO, superando obstaculos y acelerando su integracion en tecnologias de vanguardia.

Materiales y métodos

El CCTO con adicién de Mn4+ fue sintetizado utilizando el método de reaccion de estado sélido, con
cuidadoso pesaje de los reactivos y molienda en un molino de alta energia utilizando alcohol isopropi-
lico como medio liquido. Los reactivos usados fueron Carbonato de Calcio (Synth), Oxido de Titanio
IV (Exodo Cientifica), Oxido de Cobre (Aldrich), Oxido de Manganeso (Aldrich), todos con tamafio de
particula préximos y de pureza mayor que 98%. La molienda se realizo a 300 rpm durante 2 horas, con
pausas cada 30 minutos para evitar el sobrecalentamiento. Después de la molienda, el solvente fue elimi-
nado en una campana de extraccion, seguido de un secado a 90°C durante 2 horas para la estabilizacion.
El material fue desaglomerado, tamizado con malla 200 para uniformidad. El proceso incluyé molienda,
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extraccion, secado y control de granulometria,
como mencionado anteriormente.

Se realiz6 un analisis termogravimétrico (TGA)
después del tamizado de las muestras para deter-
minar la temperatura necesaria para la obtencion
de la fase deseada, este estudio de temperatura
fue realizado con atmosfera de nitrogeno (99,8%)
y también con oxigeno (99,8%), y a partir de los
resultados, fueron analizados los diferentes eventos.

Termogravimentria em atmosfera de N,

1004 ——CCTO + 0% Mn

—— CCTO + 1% Mn
—— CCTO + 3% Mn
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Figura 1. Comparacion de las curvas de TGA de las muestras
de CCTO con distintos contenidos de manganeso (0%, 1%,
3%y 5%) en atmosfera de nitrogeno (N,).

Resultados y discusion

La Figura 1 presenta una esclarecedora compara-
cion de las curvas termogravimétricas obtenidas de
diversas muestras de CCTO con variados niveles
de contenido de manganeso, bajo una atmosfera de
nitrégeno. Un aspecto que salta a la vista es que, a
pesar de las distintas concentraciones de manganeso
en las muestras, las temperaturas en las que tienen
lugar los eventos de pérdida de masa exhiben no-
tables similitudes. Esta observacion conduce a una
sugerente conclusion: la presencia de manganeso
parece no ejercer una influencia considerable en los
mecanismos de descomposicion térmica del CCTO
en esta atmosfera especifica.

Por otro lado, el analisis termogravimétrico
también revela que, entre las temperaturas de 25°C
a 150°C, hay un aumento en la masa, lo cual re-
presenta un punto de interés digno de exploracion
detallada. Esta variacion de masa sugiere una serie

de posibles mecanismos en accion. Puede indicar
la adsorcion de gases por la muestra o cambios en
la distribucion de particulas en su interior. Ademas,
los procesos de interaccion en la superficie de la
muestra pueden estar desempefiando un papel
significativo en este fenomeno. Una comprension
mas profunda de estos procesos requerira una in-
vestigacion mas detallada.

Por otro lado, el analisis revela dos pérdidas
notables de masa en momentos especificos: una
cercana a los 625°C y otra a alrededor de 850°C.
Estas pérdidas de masa sugieren procesos de
descomposicion o reacciones termoquimicas que
ocurren en esos rangos de temperatura. La presencia
de multiples etapas de pérdida de masa puede estar
asociado a transformaciones complejas durante su
descomposicion térmica. Ademas, de reflejar la
existencia de fases o la formacion de 6xidos, su-
boxidos u otros productos gaseosos o compuestos
intermedios con diferentes niveles de estabilidad
térmica.

La Figura 2 presenta los graficos de tasa de
descomposicion (DTG) lo cual permite evidenciar
que para el primer evento no hay alteracion de la
temperatura, siendo esta aproximadamente a 625
°C, pudiendo ser asociada a la salida de C corres-
pondiente al Carbonato de Calcio. Sin embargo,
el segundo evento tiene una disminucion de la

Derivada da termogravimentria em atmosfera de N,
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Figura 2. Comparacion de los graficos de DTG de las muestras

de CCTO con diferentes contenidos de manganeso (0%, 1%,
3%y 5%) en atmosfera de nitrogeno (N,).
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temperatura lo que pode ser asociado a segregacion
de CuO debido al aumento de Mn y que sera corro-
borado con la difractometria de Rayos X.

La Figura 3 muestra las curvas de TGA de las
mismas muestras de CCTO, esta vez en una atmos-
fera de oxigeno. Si bien las temperaturas de los
eventos de pérdida de masa siguen siendo similares
entre las distintas concentraciones de manganeso,
se aprecia una pérdida general de masa mas pro-
nunciada en comparacion con las condiciones de
atmosfera de nitrogeno. En estas se puede visualizar
también, que hay un aumento de masa para todas
las muestras entre las temperatura de 25 a 150°C,
sin embargo, cuando son comparadas con las mues-
tras en atmosfera de nitrogeno, vemos que en las
muestras de oxigeno esta ganancia de masa cambia
e muestra para muestra, lo que esta relacionado
con la formacion de moléculas de como H,O,, en
el caso de vapor de agua, H,O cuando un enlace se
produce entre iones de moléculas de H, o OH en
la presencia de iones de Hidrogeno
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Figura 3. Curvas de TGA de las muestras de CCTO con

diferentes contenidos de manganeso (0%, 1%, 3% y 5%) en
atmosfera de oxigeno (O,).

En la figura 3 se puede ver bien una grande pér-
dida de masa, la cual se encuentra en torno de unos
650°C, lo cual es confirmado en el DTG presente
en la Figura 4, confirmando lo mencionado durante
el andlisis en atmdsfera de nitrogeno, y que esta
pérdida de masa se corresponde con la liberacion
de carbono en forma de didxido de carbono (CO,).
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Figura 4. Curvas de DTG de las muestras de CCTO con
diferentes contenidos de manganeso (0%, 1%, 3% y 5%) en
atmosfera de oxigeno (O,).

Es relevante sefialar que en una atmosfera de
oxigeno se aprecia una diferencia en la pérdida de
masa. Concretamente, las muestras con 0%, 1% y
5% de manganeso exhiben una menor pérdida de
masa en comparacion con la muestra que contiene
3% de manganeso. Esta variacion podria vincularse
alas interacciones entre el manganeso y el oxigeno
durante el proceso de descomposicion térmica.

Por otro lado, en una atmosfera de oxigeno, don-
de hay un mayor acceso a dicho gas, las reacciones
de oxidacion son mads eficientes y simplificadas.
Consecuentemente, se reducen los pasos de des-
composicion, manifestindose en un tnico evento
de pérdida de masa en el TGA. Estas observaciones
resaltan como las condiciones atmosféricas pueden
influir en la cinética y la secuencia de las reaccio-
nes de descomposicion térmica en las muestras
de CCTO con distintos contenidos de manganeso.

Conclusiones

Las evaluaciones llevadas a cabo mediante el
TGA desempefian un rol esencial en las etapas
siguientes del proceso de investigacion, abarcando
la calcinacion y sinterizacion de las muestras. La
comprension de los perfiles de pérdida de masa
permite ajustar las condiciones de temperatura y
atmosfera durante estos momentos, con el pro-
posito de lograr una microestructura optimizada
y las propiedades deseadas en los materiales. La
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correlacion entre la informacion extraida de los
analisis del TGA y los resultados obtenidos de las
evaluaciones de caracterizacion posteriores sera de
gran relevancia para determinar las condiciones de
procesamiento ideales para alcanzar los objetivos
de la investigacion.
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Introduccion

Las peliculas radiograficas de rayos X constituyen desechos derivados de los servicios de radiologia en los
hospitales alrededor del mundo, estas peliculas contienen Ag en forma de haluros. Se utilizan alrededor
de 5 a 15 g de Ag para preparar 1 kg de pelicula radiografica (Urriquia et al., 2020).

En esta investigacion se plantea que esos desechos pueden constituir materia prima para la obtencion
deplata metalica mediante la reduccion de los haluros yesta plata puede ser utilizada para la obtencion
de nanoparticulas.

En las tltimas décadas, la nanotecnologia ha tenido de rapido crecimiento con numerosas aplicaciones.
Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han tenido un gran impacto en aplicaciones biomédicas debido a
sus propiedades antivirales, antifungicas y antibacterianas (Mikhailova, 2020).

Por otra parte el disefio de nanotextiles inteligentes con propiedades innovadoras ha surgido para dotar
alos tejidos con distintas propiedades (Mura et al., 2015). Las AgNPs adheridas en fibras textiles tienenun
papel antimicrobiano eficaz (Montes-Hernandez et al., 2021). Una aplicacion relevante es el desarrollo de
textiles para vestimenta orientada apersonas que sufren epidermdlisis ampollosa (Lamet al., 2022), el
soporte de nanoparticulas de plata podria evitar la infeccion de la heridas provocadas por la enfermedad,
analogo a lo que ocurre con textiles que contienen nanoparticulas de cobre (Nourbakhsh et al., 2017). El
soporte de nanoparticulas sobre las fibras de lana dota ademas de propiedades multifuncionales, como
la mejora de tefiido asi como de la proteccion UV (Rehan et al., 2023)

El objetivo de esta investigacion fue obtener nanoparticulas de plata a partir de la plata presente en
radiografias de rayos X para su posterior soporte en lana de borrego (Ovis aries).

Materiales y métodos

La plata se recuperd de peliculas radiograficas, mediante la metodologia propuesta por Urriquia et al.,
(Urriquia et al., 2020).

La lana de borrego (Ovis aries) se adquirid en una plaza local de artesanos, sin ningun tratamiento,
se lavd con detergente y agua para eliminar residuos y se seco en la estufa por 2 horas a 40 °C. Se
dividioen 2 partes, una muestra se hidroliz6 en acido sulfurico 0,5 M por 1 hora a 60-70 °C, se enfrio y
dejé reposar en la solucion por 12 horas y finalmentese llevé a un pH 7 por lavado; la otra muestra
sedejo sin hidrolizar.

Para sintetizar las AgNPs, se separaron las pequenas esferas de plata obtenidas del proceso de recu-
peracion, se las sumergid en acido nitrico 0,1 M para la formacién de nitrato de plata, una vez que todas
las esferas de plata se disolvieron se colocé en un vaso de precipitacion la mitad de la solucion y se llevo
a calentar con agitacion constante de 80 °C a 90 °C, se sumergio la lana no hidrolizada y se afiadieron
gotas de borohidruro de sodio 0,01 M como agente reductor hasta presenciar un cambio en la tonalidad
de la muestra. El mismo proceso serealizo con la solucion de nitrato de plata y la lana hidrolizada.
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Para caracterizar las muestras y la presencia de
AgNPs se realizo una espectroscopia Ultravioleta
visible (UV-Vis), una espectroscopia infrarroja (IR),
una microscopia electronica de barrido (Scanning
Electron Microscopy, SEM), espectroscopia de
energia dispersiva de rayos X (Energy-dispersive X-
ray spectroscopy, EDX) y una microscopia optica.

Resultados y discusion

Luego del proceso de calcinacion se pudo observar
esferas de color metalico lo cual corresponde a plata
metalica (Fig. 1).

Figura 1. Esferas que corresponden a plata metalica.

El andlisis 6ptico mostr6é un cambio notorio en la
tonalidad de la lana. La Fig. 2 corresponde al sopor-
tede AgNPs sobre lana no hidrolizada observandose
solo en ciertas zonas una coloracion ambar, mien-
trasque en la Fig. 3 se observa la tonalidad ambar
en su totalidad lo cual demuestra que el proceso de
hidrolisis ayudo a la adsorcion de nanoparticulas
de plata en la lana de borrego.

La microscopia electronica de barrido (Fig. 4 - 5)

Figura 2. Analisis optico de la lana no hidrolizada conAgNPs.

Figura 3. Analisis optico de la lana hidrolizada con AgNPs.

muestra la presencia de micro, nanoparticulas de
plata y agregados soportadas sobre la estructura de
las fibras de lana sin hidrolizar e hidrolizada.

Se aprecian formas esféricas con tamafios que
llegana la escala nanométrica, recuadros de las
Fig4 - 5.

SED 20.0kV
SED ESPOCH

X13,000 1pm  —

0,091 im

0,065 §m

SED 20.0kV.
SED ESPOCH

Figuras 4-5. Microscopia electronica del ana de borrego no
hidrolizada con AgNPs.

Se observa un menor numero de particulas en
la lanasin hidrolizar (Fig. 4) en comparacioén con
la lana hidrolizada, en la cual se observa un mayor
numero de particulas (Fig. 5) que bordea y llega a
la escala nanométrica.

La cantidad de nanoparticulas observadas en
las microscopias se correlaciona con la tonalidad
ambar observada en las microscopias opticas. La
forma de las nanoparticulas seria la responsable del
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Figura 6. Analisis EDX de lana de borrego no hidrolizada
con AgNPs.

color ambar (Tang et al., 2012).

La espectroscopia de energia dispersiva de rayos
x (Fig. 6 - 7) muestra la presencia de plata en las
particulas formadas sobre las fibras de lana sin hi-
drolizar e hidrolizada, lo cual evidencia que setrata
de particulas de plata. En la tabla 1 se especifica
el porcentaje de plata enla muestra sin hidrolizar
e hidrolizada.

Conclusiones
Se pudo sintetizar y soportar nanoparticulas de
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Figura 7. Anélisis EDX de lana de borrego hidrolizada con
AgNPs.

Tabla 1. Porcentaje de plata determinado mediante EDXde
lana de borrego sin hidrolizar e hidrolizada con AgNPs.

Muestra sin Muestra
hidrolizar hidrolizada
mass% 0.27 0.46
Atom% 0.98 1.07
Sigma 0.01 0.02

plata con forma esférica sobre lana de borrego sin
hidrolizar e hidrolizada a partir de plata recupera-
da de peliculas radiograficas procedentes de los
residuos radiologicos, siendo mayor el soporte en
la lana de borrego hidrolizada en comparaciéon con
la no hidrolizada.
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Introduccion

La presencia de compuestos farmacéuticos en cuerpos de agua y sus efectos ecotoxicologicos se han
convertido en un tema de interés mundial, se encuentran en el ambiente por la eliminacién ineficiente
en los procesos de tratamientos convencionales, primarios, secundarios y bioldgicos, empleados en las
estaciones depuradoras de las aguas residuales. (Patifio et al 2014; Madera-Parra et al., 2018).

Entre los grupos de microcontaminantes mas investigados se encuentran, los productos de origen
farmacéuticos. Este grupo de contaminantes no estan incluidas en los programas de monitoreos de rutina
y en algunos casos no existe regulaciones al respecto. (Pefia et al., 2015; Robledo et al., 2017).

En la actualidad se han desarrollado diversas metodologias de remediacion entre ellas la fitorremedia-
cion mediante el uso de tratamiento con macréfitas, llamados también filtros verdes o biofiltros, con el fin
reducir la concentracion o peligrosidad de los contaminantes. (Kaur et al., 2020; Pavlineri et al., 2017)

El objetivo de la presente investigacion es estudiar la cinética de remocion de microcontaminantes de
origen farmacéutico, mediante tratamiento hidropdnico a escala de mesocosmos.

Materiales y métodos
Colecta y aclimatacion

Los ejemplares de Typha dominguensis fueron colectados de los humedales de la zona de la Playa Mu-
nicipal de Ypacarai, Las macrofitas fueron trasladadas y aclimatadas en el invernadero 30 dias antes del
inicio del experimento para su adaptacion y reproduccion (Fig.1).

Durante la aclimatacion, se realizo el reemplazo gradual del agua de origen por el agua de grifo con
medio nutritivo APHA Modificado (Peterson and Moody,1997).

Diseiio Experimental
Ensayo en tratamiento hidroponico a escala mesocosmos

El ensayo a escala mesocosmos se llevo en la segunda semana del mes de septiembre de 2020, utilizando
un ejemplar de la macrofita de Typha dominguensis en cada sistema con agua de grifo y solucion nutritiva
APHA Modificado (Peterson and Moody, 1997).

Se realizé un disefio en bloques completamente al azar, a una concentracion de 25 mg. L', ambos
microcontaminantes, fueron afiadidos a los tratamientos, el control positivo (sin macroéfita y microcon-
taminantes) Como control negativo se utilizaron ejemplares de 7. dominguensis en agua de grifo sin
microcontaminantes, con tres réplicas cada sistema (Fig. 2). Se tuvo en cuenta el tamafio (80 cm+5),
peso (260g+ 10), nimeros de hojas (6£2) de las macroéfitas a ser utilizadas.

IIT CONGRESO PARAGUAYO DE QuimicA PURA Y suS APLICACIONES


mailto:giselledure@facen.una.py

38 Rep. cient. FACEN Vol. 15, Supl. A (Abril 2024)

Figura 1. Aclimatacion de macrofitas.

Montaje y toma de muestras

EL montaje del ensayo se realizo en el invernadero
del Laboratorio de Biotecnologia Ambiental de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

El tiempo del ensayo en las condiciones de
exposicion fue de 14 dias. En cada unidad experi-
mental se tomaron alicuotas de 10 mL de muestra
en los tiempos 0, 1, 3, 7, 14 dias de exposicion, en
frascos adecuados y refrigerados hasta el momento
del analisis. (Fig. 3)

Compuestos farmacéuticos

Los compuestos comerciales del paracetamol e
ibuprofeno fueron adquiridos de farmacias locales,
en su presentacion en tabletas con principios activos
de 400 mg y 500 mg. Se pesaron cada comprimido
por separado, se trituraron para homogeneizar,
luego se agregaron a cada unidad experimental
correspondiente a la cantidad adecuada para tener
25 mg. L' de los farmacos.
TRATAMIENTOS A

ey
12T
= 14}

Figura 2 Representacion esquematica del ensayo en trata-
miento hidropdnico.

Typha dominguesis

O sin contaminantes
@ contaminantes
@  agua degrifo + nutrientes

Figura 3. Montaje del ensayo y toma de muestras.

Procesamiento y cuantificacion

La cuantificacion de los compuestos farmacéuticos
fue realizada en el laboratorio del Departamento de
Investigacion y Desarrollo (OIAT) del Instituto de
Tecnologia, Normalizacion y Metrologia (INTN).
Para la determinacion los analitos se validé un mé-
todo cromatografico basado en The United States
Pharmacopeia, National Formulary, NF (USP 41-
NF36) con modificaciones.

Condiciones cromatograficas: columna C18 de
250mm x 4.6mn y 5 pm de tamafio de particula,
temperatura del horno a 40°C, fase movil aceto-
nitrilo y buffer de fosfato monobaésico de potasio.

Las modificaciones se realizaron para optimizar
el método y determinar ambos analitos en el mismo
analisis. Se evaluaron los siguientes parametros
hasta obtener cromatogramas con buena resolucion
de los picos de cada analito: pH, flujo de la fase
movil, volumen de inyeccion, y la longitud de onda
del detector.

Las muestras del ensayo hidroponico fueron
colectadas en cada uno de los tratamientos y luego
filtrados directamente a través de filtros de jeringa
de poliamida de 0,45 um y los analisis se realizaron
por HPLC-UV en las condiciones descritas. Las
muestras fueron analizadas por triplicado.

Resultados y discusion
Validacion del método

Una vez optimizadas las condiciones cromatografi-
cas en cuanto al pH = 6, longitud de onda A = 230
nm, flujo = 1,00 mL.min"' y volumen de inyeccién
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Tablal. Resultado de los parametros de la validacion del
método para la cuantificacion de Paracetamol e Ibuprofeno.

Parametro Paracetamol Ibuprofeno

Intervalo de concentracién (mg.L™") 1-50 1-50

Tiempo de retencion (min) 27 3.8

y =27759x+13187
R2=10,999

y = 16834x+71320

Ecuacion de la linea recta R2=10,9988

LD (mgL™) 0,08 0,12

LQ (mg.L™)
Precision (sr%) 23 17

0.27 0,38

Sesgo (%) 98,1 99,3

= 10 pL, se determinaron la linealidad, precision
y sesgo, limite de deteccidon (LD) y cuantificacion
(LQ). Los resultados se muestran en la Tabla 1.

La validacion se realizd con la misma matriz
del ensayo con n=6 para la determinacién de LD y
LQ. La precision y el sesgo se determinaron para
una muestra preparada a 10 mg.L! con un mix
de estandares de ambos compuestos en la matriz
experimental (n=5).

El método presenta buena linealidad, recupera-
cion y precision y sensibilidad para ambos analitos
en el intervalo de trabajo.

Remocion de microcontaminantes

El estudio de la cinética de remociéon de micro-
contaminantes ibuprofeno y paracetamol en las
condiciones de ensayo muestra que la mayor
parte del decaimiento de la concentracidon ocu-
rrid en los primeros siete dias para el compuesto
del paracetamol, sin embargo, con decaimiento

30

mg. L'

0 2 4 6 8 10 12 14 16
t(dias)

—=—Paracctamol —a—Ibuprofeno

Figura 4. Variacion de la concentracion de microcontaminantes
en el tratamiento empleado.

Paracetamol

LN[Paracetamol]
N

n
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Figura 5. Modelo cinético de primer orden.

exponencial y gradual lento para el ibuprofeno
(Fig. 4).

La cinética de remocion de los farmacos
presenta distintos ordenes de decaimiento. El
paracetamol se ajusta mejor a un modelo cinético
de primer orden con R?>= 0,98 y la constante de
velocidad de decaimiento de la concentracion k=
0,47 dias-' y tiempo de vida media del analito t

0,12 Ibuprofeno

0,1 4

s
=
&

s
S
&

1/[Ibuprofeno]
>
>

0,04

0,02

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16
t(dias)

Figura 6. Modelo cinético de segundo orden.

., = 1,5 dias (Fig. 5).

El comportamiento del ibuprofeno se ajusta
relativamente mejor a un modelo de segundo
orden con R2= 0,87, constante de velocidad de
decaimiento de la concentracion k= 0,004 (mg.
L -") dias-' y tiempo de vida media del analito
t1/2 = 9,5 dias (Fig. 6).

En la figura 7 se observan los porcentajes de
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Figura 7. Porcentajes de eficiencia de remocion.

remocion al final del tratamiento. La eficiencia de
remocion para el compuesto del paracetamol fue
del 100 %, mientras que para el control fue de 7,2
%. Para el ibuprofeno el porcentaje de eficiencia
de remocion fue del 65,6% y el control de 3,6 %.

Al final del ensayo las macroéfitas se man-
tuvieron sin alteraciones visibles de fitotoxi-
cidad, por lo que toleraron las condiciones del
ensayo.

La eficiencia de remocion en sistemas plan-
tados depende en gran medida de la biomasa
y los exudados de la planta y biopeliculas for-
madas en sus superficies (Zhang et al., 2018).

La biodegradacion es uno de los principales
mecanismos de remocién de microcontami-
nantes (Vymazal et al., 2017).

Conclusiones

El estudio de la cinética de remocioén de mi-
crocontaminantes, permitié6 demostrar que la
remocion ocurrid principalmente durante los siete
dias de exposicion del paracetamol con porcen-
taje de remocion del 100 %, al final del ensayo
para el compuesto del ibuprofeno con 65,6% de
remocion. El comportamiento del paracetamol
puede asimilar a una cinética de primer orden,
sin embargo, para el ibuprofeno a una cinética
de segundo orden.

La validacion del método permitié optimizar una
adecuada cuantificacion para ambos analitos en
las condiciones del ensayo. Estos sistemas de
tratamiento podrian considerarse como opcion
sustentable y amigable con el medio ambiente,

para tratar la problematica de la presencia de
microcontaminantes de origen farmacéutico.
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Introduccion

La técnica de pelicula nutritiva (NFT, Nutrient Film Technique) es una forma eficiente y controlada de
cultivar plantas en un medio acuoso, permitiendo un suministro constante de nutrientes y un uso mas
eficiente del agua. Es ampliamente utilizada en la produccion de cultivos de hojas verdes, pero también
se puede aplicar a otros tipos de cultivos. La solucion nutritiva se recupera facilmente al final del canal,
se devuelve al reservorio para volver a aplicar a las raices de la planta (Clemente et al., 2022). El empleo
de esta tecnologia en mitigacion de agua contaminada es insipiente. EI mercurio es un elemento no
esencial para los organismos a diferentes escalas tréficas y hasta le resulta toxico. Ademas, este elemento
es bioacumulable en plantas y peces que son de consumo humano (Al-Yaari & Saleh, 2022). Una de la
fuente antropica del mercurio en el ambiente es la mineria informal o artesanal a pequefia escala (MAA-
PE) para la extraccion principalmente de oro en los paises en desarrollo, esta actividad pone en peligro el
ambiente, por la utilizacién del mercurio para el lavado del mineral generando riesgos para la salud del
hombre, asi como para el medio ambiente (Gerson et al., 2018). Las leyes de reduccion y eliminacion del
uso del mercurio en la MAAPE han sido poco efectivas (Garzon-Gutiérrez & Rodriguez-Miranda, 2015).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la remocion de mercurio en la técnica de pelicula nutritiva para
la mitigacién de contaminacion artificial de aguas superficiales por mercurio.

Materiales y métodos

El sistema hidroponico tipo NFT fue instalado en el invernaculo del Laboratorio de Biotecnologia Am-
biental del Departamento de Biotecnologia, FACEN - UNA. Siguiendo los criterios de dimensiones y
funcionamiento de (Troche et al., 2021) como muestra la figura 1. Y condiciones de operacién como se
muestra en la tabla 1, con reposicion del volumen de agua.

Tabla 1. Configuracion del sistema hidroponico tipo NFT.

Parametros Valores.
Temperatura promedia 35°C
pH 5-6
Volumen 35L
Conc. de mercurio 47,35 ng/L
Tubo (T1) Pistia stratiotes
Tubo (T2) E.crassipes
Tubo (T3) Control positivo
Tiempo de operacion 2,5 dias
Caudal 7,6 L/min
Long. De los tubos 2,11m
Figura 1. Esquema del sistema hidroponico basado en NFT. Altura 0,90 m
Pendiente 0,4%
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Se emplearon ejemplares de Eichhornia crassipes'y
Pistia stratiotes (Figura 2B) aclimatadas con aguas
colectadas de su medio natural, con reemplazo
gradual por agua de grifo con solucion nutritiva
APHA Modificado realizado por Peterson y Moody
(1997, citado en Gomez et al., s. f.). El agua para el
sistema se colect6 del arroyo Gasory del municipio
Paso Yobai del Departamento Guaira, aguas abajo
a 100 metros de la zona de actividad del beneficio
del oro (Figura 2A) y se contamino artificialmente
agregando solucion estandar de mercurio.

Se colectaron 50 ml de muestras de cada tubo en
seis tiempos para evaluar la remocion del Hg en el

Figura 2. Colecta de muestras, aclimatacion, adaptacion y en-
sayos. A. Punto de muestreo de aguas del arroyo Gasory- Paso
Yobai. B. Aclimatacion en el invernaculo y adaptacion de las
macrofitas en el sistema tipo NFT. C. Ensayos en laboratorio.

sistema. Al final del experimento se evalud también
el contenido de Hg en las macrofitas (raiz y parte
acrea). La cuantificacion de este analito se realizo en
el Instituto Nacional de Tecnologia Normalizacion
y Metrologia (INTN), mediante Espectrofotometria
de Absorcion atomica por vapor frio segun (APHA,
2012; Ortizetal.,; 2016 y EPA 245.8 ) (Figura 2C).

Resultados y discusion

Para los sistemas con macrofitas T1 Pstratiotes
y T2 E.crassipe el porcentaje de remocion de la
concentracion inicial del mercurio fue mayor a 60
% antes de las primeras cinco horas y 90 % a las 54
horas. El T3 control positivo también se encontrd
60 % de disminucion de la concentracion inicial de
mercurio entre 5 horas y 54 horas. Y alrededor de
13,7 % en el control negativo agua arroyo Gasory
con macrdfitas que contenia en promedio 6,00 pug/L
pero este valor es inferior al limite de cuantificacion
del método (10,89 +0,89).

La remocion de en los sistemas T1 y T2 se de-
ben a la comprobada capacidad de estas macrofitas
acuaticas de remover metales en medio acuoso, y

——Tubo 2

—e—Tubo | Tubo 3 —e—Control negativo
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Figura 3. Remocion de mercurio en los sistemas

la disminucion en el T3 se puede atribuir a la pre-
sencia de diversos aniones quelantes provenientes
de las soluciones nutritivas (por ejemplo, fosfatos,
nitratos, sulfatos) que afectan a la solubilidad del
mercurio y otros iones que pueden formar complejo
con este metal en solucion, proveniente del agua del
arroyo Gasory, cuyos parametros fisicoquimicos no
fueron analizados en este estudio.

En el analisis de la varianza con nivel de
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Figura 4 Proceso de sistema hidropoénico recirculante

significancia 0,05 no mostro diferencia entre la
capacidad de remocion de los sistemas T1yT2
sin embargo este mismo analisis con el T3 si
muestran diferencias significativas.

El proceso de este sistema hidroponico recir-
culante se representa en la figura 4, cuya ecuacion
de balance de masa de Hg corresponde a:
donde: Abs: absorbidos, Ads: adsorbidos, Ext:
extraido

Y los resultados en las tablas 2 y 3. La dife-

HgEntra = HgAbs.macrof + HgAds.macrof '

+ HgAbs.tubos + HgExt.cinetica + ngesidual

rencia representa los faltantes de mercurio en los
TlyT2 18,69 %y 3, 36 % respectivamente, esto
podria deberse a un error de medicion en cada
parte del proceso, y valores comerciales del vo-
lumen de los reservorios de agua de los sistemas
que no fueron calibrados previamente. Ademas,
la relativa complejidad del sistema para el calculo
de balance de masas en cantidades trazas (en el
orden de pg/L).

Tabla2. Balance de masa Hg (nug) sistema T1

Tabla3. Balance de masa Hg (ng) sistema T2

Macrofitas FT FB
E. creassipes 0,12 1647
Pistia stratiotes 0,08 1454

El estudio del contenido de Hg en los tejidos
vegetales revelo los valores del factor de bioacu-
mulacion (FB) y del factor de translocacion (FT)
que se muestran en la tabla 4, El valor del FT
menor a 1 y FB mucho mayor a 1 indican poca
translocacion del Hg desde la raiz hacia la parte

Tabla 4. Parametros de capacidad

Hg entrada 1657,15 Diferencia

Hg abs. macrofitas 919,15
Hg ads. macrofitas 80,72
Hg Ads. tubo 416,58 55,45
Hg ext. cinética 3,98 3.35%
Hg residual 181,27
Hg total proceso 1601,70

aérea y elevada a acumulacion del metal en las
raices (figura 5).

Conclusiones
la técnica de pelicula nutritiva con P, stratiotes y la

8,22 pg/g

1 68,37 pg/g
63,68 pg/g ¢

Pistia stratiotes E. crassipes

Figura 5. Contenido de Hg (ng/g) en las macrofitas

Hg entrada 1657,15 Diferencia
Hg abs. macrofitas 826,37
Hg ads. macrofitas 19,51
Hg Ads. tubo 318,71 309,78
Hg ext. cinética 4,41 18,69 %
Hg residual 178,58
Hg total proceso 1347,58
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E. Crassipes remueve mercurio de aguas superficia-
les y se podria emplear para mitigar el problema de
vertido de mercurio a los cursos hidricos por parte
de la mineria informal o artesanal a pequefia escala
de los paises en desarrollo. Los resultados muestran
que operando este sistema por 5 horas la remocion
de mercurio se atribuye solamente a la capacidad
de las macrofitas. Esto hace que esta técnica sea
prometedora, ademas de operacion sencilla y bajo
costo. Los valores de factor de translocacion y
bioacumulacién indican que el mayor sumidero de
mercurio en los sistemas se encuentra en las raices
de la macrofitas.
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Introduccion

Dado que los procesos industriales de la sociedad requieren una gran demanda y estabilidad para su-
ministrar energia, esta produccion energética suele realizarse a través de fuentes renovables como la
hidroeléctrica, la eolica, la solar y varias otras (Freitas, G.C. & Dathein, 2013). En esta situacion, el uso
de titanato de sodio o de titanato de 6xido de grafeno, que se obtienen en capas por métodos hidrotérmi-
cos, son faciles de manipular, tienen intercambio i6nico en el espacio entre capas y son quimicamente
estables y respetuosos con el medio ambiente (Zhou et al., 2016). Con la ayuda de la cafia de azucar,
que tiene celulosa, hemicelulosa y lignina, que son cadenas largas y tienen muchos grupos OH, esto
favorece enormemente la formacion de enlaces de hidrogeno entre la estructura cristalina superficial de
los semiconductores y las moléculas de celulosa (Orozco, 2011). Por lo tanto, este proyecto pretende
utilizar residuos de cafia de azticar como biotemplato en la sintesis hidrotermal de membranas flexibles
de titanato de sodio y titanato de sodio modificado con 6xido de grafeno, investigando el impacto de la
biomasa en la estructura y propiedades del material.

Materiales y métodos

Para sintetizar las muestras de membrana, se pesaron y reservaron 1,0 g de biomasa (bagazo de cafia
de azucar triturada y seca) ahora llamado biotemplate. En una campana extractora se mezclaron
5,0 mL de isopropanol (C,H,0) y 5,0 mL de isopropoxido de titanio (C ,H,,O,Ti) y se afiadieron al
recipiente de teflon, al agitador magnético y se afiadio. A continuacion, se afiadié una solucion de 50
mL de hidroxido de sodio 10 M y se cerrd el frasco de teflon y se dejo agitar durante 4 horas. Una vez
transcurrido el tiempo, selle la olla de teflon y coloquela en el autoclave de acero inoxidable y se colocod
en el bafio termostatico a una temperatura de 110 °C durante 24 horas. A continuacion, la solucion se
lavé en la centrifugadora con agua desionizada hasta que alcanzo6 un pH neutro.

El precipitado blanco formado durante el proceso de sintesis hidrotérmica se dejoé secar en una placa
de Petri a temperatura ambiente. Tras el secado, se formd una membrana denominada B-ISO-110C.

También se obtuvieron muestras con 6xido de grafeno en la siguiente proporcion 0,2%, como sigue:
tras mezclar isopropéxido de titanio y alcohol isopropilico en la misma proporcion que antes, se anadie-
ron 0,0020 g de 6xido de grafeno y se dejo agitar. A continuacion, se aiadid bagazo de cafia de azucar al
sistema hidrotérmico, seguido de una solucién 10 M de hidroxido de sodio. La reaccion tuvo lugar en las
mismas condiciones anteriores. El precipitado se lavo con agua desionizada hasta alcanzar un pH neutro.
Para el proceso de secado, el precipitado se afnadid a una placa Petri acrilica y se secd a temperatura
ambiente. Esta muestra formo6 una membrana gris denominada B-OG-ISO-110C.

Los espectros en la region infrarroja (4.000 a 650 cm-1) de los materiales sintetizados se obtuvieron
utilizando un espectrometro Thermo Scientific Nicolet IS50 con un accesorio de reflectancia atenuada,
con los siguientes parametros 64 barridos y una resolucion de 4 cm!. A continuacion se analizo el difrac-
tograma de rayos X en el equipo Rigaku Miniflex, en el rango de 5 — 80°, con un paso de 0.01°. Se rea-
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lizaron analisis RAMAN en el equipo i-RAMAN,
en el rango 100-3000 cm™!, con el laser verde.
Para completar las caracterizaciones, se utilizo un
equipo de microscopia fotoelectronica de barrido
(SEM) en el COXEM CX-200 plus. No obstante,
las muestras se aplicaron a procesos fotocataliticos
utilizando luz UVC (ultravioleta), utilizando co-
lorante azul de metileno como molécula patron, a
una concentracion de 0,01 Mol/L, y se analizaron
los tipos en UV-VISIBLE (espectrofotometro de
barrido Varian Cary 50).

Resultados y discusion

En el analisis los espectros de la figura 1, las mues-
tras se caracterizaron mediante la técnica de modo
de modo de reflexion total atenuada de la espectros-
copia de infrarrojos por transformada de Fourier
(ATR) (4000-650 cm™) que mostrd las amuestra
B-ISO-110° y B-ISO-OG-110° principalmente las
caracteristicas de los compuestos lignoceluldsicos,
con las bandas de 3400 cm™ y 1650 cm™! indicando
la presencia de celulosa (C,H, O,), y las bandas de
1500 cm™! del grupo OH (hidroxilo) caracteristicas
de los nanomateriales de titanato sodico y la banda
a 600 cm™! referida al enlace Ti-O. Los espectros
de las muestras ISO-110° y ISO-OG-110°, también
muestran una banda de H,O a 3500 cm™, y una
banda de CO, (diéxido de carbono) a 200 cm™, muy
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Figura 1. Espectros infrarrojos en modo de Reflexion Total At-
enuada (ATR) de las amuestras: B-ISO-110°; B-ISO-OG-110°.
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Figura 2. Difractogramas de las muestras: B-ISO-110°; B-
ISO-OG-110°.

presente en todas las muestras en todas las mues-
tras. A 1500 cm!, hay una banda de hidroxilo, que
serian enlaces OH, indicativos de la nanoestructura
obtenida mediante el proceso hidrotermal. Cerca de
500 cm™', TiO, esta presente en las muestras (Mata
Marquez, 2019).

La figura 2, muestra el analisis de todas las
muestras mediante difraccion de rayos X, para
obtener mas informacion sobre las estructuras y
la cristalizacion de la celulosa. Al analizar los es-
pectros en la figura 2, la muestra B-ISO-110° y la
B-ISO-OG-110° a 2 6 = 10° son caracteristicas de
la estructura de TiO, presente en las membranas, a
20° a 40° es la formacion de estructuras cristalinas
causadas por la celulosa en la biomasa, lo cual es
indicativo de la formacion de las membranas y
también estos picos 2 6 mas amplios entre 20° y 30°
es la formacion de nanoestructuras en la amuestra.
Luego, en las muestras ISO-110° y ISO-OG-110°,
observando los 2 0 a 10° hay la formacion de estruc-
turas de TiO,, en los picos mas agudos entre 20° y
30° hay la formacion de iones de sodio y también de
20° a40° son la formacion de estructuras cristalinas
mostrando la caracterizacion de la formacion de
nanoestructuras (Cid et al., 2012).

En el analisis de espectroscopia RAMAN, figu-
ra 3, se observaron las vibraciones que provocan
determinados picos, mostrando la identificacion
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Figura 3. Espectroscopia RAMAN de las muestras: B-ISO-
110°;B-ISO-OG-110°.

de cada compuesto presente en las muestras. En
las muestras, se observa un pico a 289 cm™ que se
refiere a un material con nanoparticulas y cristali-
no, a 443 cm' se relaciona con la interaccion Ti-O
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—_—
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Figura4. Imagenes de microscopia electronica de las Muestras:
a) B-ISO-110°; b) B-ISO-OG-110°.

(titanato de 6xido), a 663 cm™ Ti-O, forma una
sustancia octaédrica y la vibracion de 915 cm
se reconoce como un estiramiento de simetria del
enlace Ti-O en relacion con la vibracion del sodio
(Mujib et al., 2020).

En la caracterizacion por microscopia elec-
tronica, figura 4, se utilizo el barrido SEM y se
vieron las estructuras de las muestras. La mem-
brana B-ISO-110 se emiti6 a 20 kV de tension de
electrones y el haz estaba a 9 dm, con una distancia
de trabajo del foco de 18 N.m. Mostro tener poros,
fibras, varias capas, presentd las nanoparticulas y
cristalinas causadas por Ti-O. La membrana B-
ISO-OG-110 se analiz6é a 20 kV, 8§ dm y con un
foco de trabajo de 9,3 N.m. La imagen muestra las
fibras de celulose, la parte cristalina del material y
las particulas de 6xido de grafeno que recubren la
fibra (Orozco, 2011).

La figura 5 muestra las graficas obtenidas de
los ensayos fotocataliticos y sus porcentajes de
eliminacion (%) del colorante azul de metileno
por tiempo de irradiacion de luz UVC (minutos).
Sin embargo, todas las muestras presentaron una
eficiencia decreciente desde el primer ciclo hasta
el tercero, con aproximadamente un 20% de elimi-
nacion del colorante para todas en el Gltimo punto.
Este porcentaje esta relacionado con la fotolisis y no
con el catalizador en si. La membrana B-ISO-110
mostrd una eliminacion del tinte del 10% y fue
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Figura 5. Gréfico del % de eliminacion del colorante azul de
metileno en funcién del tiempo para las muestras B - ISO -
110° ;B-ISO-OG-110°.
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mas eficiente en el segundo ciclo, mientras que la
membrana B-ISO-OG-110 tuvo una eficiencia del
22,83% en el segundo ciclo.

Conclusiones

Luego de todas las caracterizaciones realizadas,
se pudo observar que el uso de biomasa de cafia
de azucar como biotemplate fue eficiente para la
formacion de nanoestructuras, que incorporaban
titanatos de sodio a las membranas a través de
fibras de celulosa.

La presencia de grupos relacionados con na-
noestructuras de celulosa y también de titanato de
sodio se verifica mediante analisis FTIR y Raman.
A través de SEM se observaron claramente las fi-
bras que entrelazaban las estructuras cristalinas. Se
destaca la formacion de un compuesto de celulosa/
titanato de sodio y celulosa/titanato de sodio/oxido
de grafeno.

Este compuesto se aplico en fotocatalisis, sin
embargo, no se obtuvo una buena decoloracion
del tinte. Cabe destacar que estas muestras podrian
probarse en el futuro como almacenamiento de
energia, como baterias de iones de sodio.
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Introduction

Due to the growing demand for new energy storage devices, supercapacitors have been considered
promising to meet society's needs and reduce the energy shortage. These devices are among the most
sought-after materials for energy storage and conversion, as it present renewable and sustainable issues.
Basically, supercapacitors can be divided intotwo types: those based on reversible ion adsorption and
those based on the faradaic redox reaction (Gogotsi & Penner, 2018). Typical supercapacitor materials are
metal oxides, carbon-based materials and conducting polymers, as well as theircombination to increase
their applicability as an electrical device (Afifezt al.,2019; Gopietal.,2020;Wei et al.,2022). The hematite
phase (0-Fe,0,) is a low-cost material presenting interesting physical andchemical properties such as
high theoretical specific capacity, potential window, corrosion resistance, availability and eco-friendly,
which gives it certain advantages and a range of applications (More ef al., 2017; Camenar et al., 2018;
Busti et al., 2021). In this way, hematite in modified electrodes for supercapacitive applications has been
used. The combination it with carbon-based materials, such as graphene and carbon nanotubes, which
are materials presenting a large specific surface area, could enhance the electrochemical performance
of the hybrid material leading to a superior supercapacitiveperformance (Meng et al., 2016; Segundo
and Vilar, 2017; Tamang et al., 2023). Considering the exposed above, this work aims to synthesize
andcharacterize the supercapacitive properties of a modified electrode based on a-Fe O, and graphene.

Materials and methods

The films were prepared from the precursor powder of a-Fe,O, obtained by means of a mechanical "ball
milling" process performed by Stanhaus et al. (2020). Basically, the commercial Goethite (FeO(OH))
(Sigma-Aldrich) precursor material was dry milled in a planetary mill (Retsch PM 100) for 45 hours.
An exfoliation synthesis route following the methodology of Cayambe et al. (2021), was usedto obtain
graphene from commercial powder (2DM Xtra Premium Graphene; 2DM Solutions®). The process was
carried out using nanographite and isopropyl alcohol, in which the present technique isa junction of two
steps, where the exfoliation and separation of nanographite/graphene is necessary, using ultrasound and
centrifugation. First, the nanographite (0.2 g) was "sonicated" (500 W/20 min) in 100 mL of isopropyl
alcohol and then the nanographite was separated from the grapheneoxide. The graphene or its oxide
remains in suspension after the sonication process. First, 60 mg of hematite a-Fe O, was weighed into a
ceramiccrucible and macerated for 5 minutes. Then, 60 uL of PEG-1500-(0.3 mol L) solution (Sigma-
Aldrich®) was added to the macerated powder, with 5 minutes of maceration between each addition; 2
uL of acetylacetone (Metaquimica®), 20 uL of PEG-1500-(0.3 mol L") (Sigma-Aldrich®), 2.4 puL Triton
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X-100 (Sigma-Aldrich®), 2 uL absolute ethanol
(Chemicals®) and 20 uLL PEG-1500-(0.3 mol L-1)
(Sigma-Aldrich®). The process was continued until
the desired paste consistency was achieved. Upon
completion of the paste process, the spreading
was performed manually using a glass rod on the
transparent conductive substrates, in this case
the FTO (fluorine-doped tin oxide) coated glass
slide. After depositing the paste on the substrates,
they were subjected to heat treatment in a muffle
furnace ("JUNG", model: LF00614 - 1400 °C) at
500 °C/30 min.

The films were removed from the furnace at
theend of the process and when the temperature
was below 100 °C. The films were then subjected
to a lateral insulation process by applying an
epoxy resin (Araldite Hobby). After the drying
process of this process, a silver conductive paint
(PC-145) was applied to the upper part of the
electrodes and placedin the oven for 15 min at 100
°C for the paint curing process. X-ray diffraction
(XRD), scanning electron microscopy (SEM)
and cyclic voltammetry (CV) techniques were
used to analyze the prepared films. The different
electrodes studied are summarized (sample code)
as: FF for FTO + a-Fe O,; FF/GO- 4pL for FTO

273
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Figura 1. XRD results of the deposited nanostructure films
analyzed.

+ a-Fe,O, + 4uL graphene oxide and FF/GO-8pL
for FTO + a-Fe,O, + 8uL graphene oxide).

Results and discussion
Fig. 1 shows the diffractograms for the composite
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Figura 2. SEM of films after calcination at 500°C. (a) FF, (b)
FF/GO-4puL and (c¢) FF/GO-8uL.
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films (FeO,|graphene oxide). The Bragg peaks
at 26°; 33°; 38° and 52° (20), which refer to the
FTO substrate, while the other observed peaks
agree with the position of the peaks referring to
the phase of 25- Fe,0, (according to Inorganic
Crystal Structure Database no. 15840). After
quantitative analysis by the Rietveld method, it
was observed the only presence of the Z5-Fe,O,
phase (Stanhaus et al., 2020). The main peaks
referring to the graphite, graphene and graphene
oxide phases are observed upto 30° (20) (Almeida
et al., 2018). Initially, no clear peaks are observed
for the graphite, graphene and/or graphene oxide
phases. In particular, for graphene oxide, the main
peak is found at 11° (26), but we cannot discard
it since it coincides in the region with greater
"broadening" from 5 to 20° (20). In addition, it is
necessary to consider that the percentages (oxide)
of graphene used in the work may be below the
detection limit of the equipment.

The SEM images show that the films have
agglomerated particles of different sizes, even after
the maceration process and the heat treatment, and
low porosity. The samples with FF iron oxides
(Fig. 2a), and the FF/GO-4uL nanocomposite
films both apparently without cracks on their
surface, and with particles in good "connection",
presenting compact format for the samples (Fig.
2b-c).

The electrochemical performance of the as-
prepared samples by CV method was investigated
(Fig. 3a-c). It can be observed a very typical
pseudocapacitive response of the Z9-Fe,O, for
all modified electrodes, i.e., a quasi-rectangular
shape with broad peaks. However, FF sample
there is mix of blunt and slanted CV profiles
corresponding to the effect ofthe parallel and
series resistance, respectively (Boonpakdee ef al.,
2018; Mathis et al., 2019). In order to evaluate
the specific capacitances (C,) of the electrodes at
different scan rates were calculated,the following
equation was used (Yadav et al., 2016):
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Figura 3. CV curve of composite films performed in 1.0 mol
L' Na,SO, electrolyte solution. (a) FF, (b) FF/GO-4uL and
(c) FF/GO-8uL.
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where C_ is the specific capacitance (F g'); v is
thescan rate (mV s'); AV is the potential range
V), f;z I{V)dV is the integrated area under CV
and m (g) is the mass.

The calculated values presented in Table 1
show that there was a slight improvement in
the Csp values for the modified electrode with
graphene, which can be attributed to a synergy
effect of graphene and o-Fe,O, materials. In
addition, the effect of the thickness of the films
cannot be excluded, since itcan cause interfacial
effects. It was also observed that the Csp values
decrease with the scan rate, whichcan be related to
the available time of ionicdiffusion, adsorption,
and charge transfer at the electrode.

Scan rate (mV/s)

Films 10 20 50 100 150
FF 27 150 91 51 44
FF/GO-4pL 333 162 149 65 5.4

FF/GO-8pL  29.9 15.6 10.6 6.0 4.0

Table 1. Specific capacitance (F g") of films FF, FF/OG- 4uL
and FF/OG-8uL.

The amount of the active materials present
in the films and the thickness of the films are
important because the energy density depends
on these factors (Wang et al., 2023). For these
reason, thinner films may provide better response
in terms of capacitance, a factor that will be
explored in future work in the Group. In each
case, the effect of the carbon-based material
improved the performance of the electrode as a
supercapacitor by an average of 23%. In this sense,
the compound, especially for FF/GO-4uL sample,
the improvement can be related, according to
Wei et al. (2022), as provided a large number of
accessible active sites and a huge interfacial area,
which greatly facilitated electrolyte diffusion,
electron transfer and pseudocapacitive reactions.

Conclusions
The films showed good adhesion to the substrate
during electrode development. The XRD

characterization of the (powder) showed only the
a- Fe,O, phase from ball milling. SEM showed a
morphology with agglomerated particles, and for
thesamples with graphene oxide there is a decrease
in agglomeration. The electrochemical studies,
showed an interesting response in the specific
capacitance, being on average 23% higher than
the composite without graphene oxide. These
results demonstrate the potential of the electrode
for application in supercapacitors.
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Introduction

Energy, more specifically the energy transition, has been discussed because fossil fuel energy sources
contribute to global warming and need to be replaced. Renewable sources of energy include solar, wind
and hydroelectric power, but one way of storing them is to use hydrogen (H,).

Hydrogen can be produced mainly by steam reforming and electrolysis of water. Despite the high
cost, water electrolysis produces high purity hydrogen. Therefore, one way of making this form of energy
storage viable is to look for alternative materials for water electrolysis that can replace the classic alkaline
medium, KOH, and electrode materials such as platinum.

Commercial electrolysers currently use polymer membranes as electrodes, or KOH, nickel electrodes,
which are cheaper than platinum, but the corrosive environment reduces their useful life. Another highlight
is the need to be able to build an electrolyser with easily accessible materials and national technology.

The hydrogen evolution reaction (HER) by water electrolysis using BML.BF, was tested previously
with platinum (Pt), nickel (Ni), 304 stainless Steel (SS), low carbon steel (LCS) (Padilha 2007) and
molybdenum (Mo) (Padilha 2009), compared with KOH electrolyte.

In this context, this work aims to test alternative materials for hydrogen production, ranging from
ionic liquids as electrolytes to metal alloys as electrodes. lonic liquids are organic salts that are liquid
at temperature, being highly stable and excellent conductors, and metal alloys are metals available for
purchase in Brazil, facilitating their use in the construction of a commercial electrolyser.

Materials and methods

The ionic liquid tested as electrolyte in the system was synthesized in the laboratory, as already described
in the literature (Dupont 2002). The electrolyte solutions were prepared with ultrapure water at concen-
trations of 10 vol.% of I-methyl-3- butylimidazolium tetrafluoroborate (BMI.BF,). The commercial
alloys used were AISI 316L, AISI 420, AISI 410, HC 276 e M400, supplied by Multialloy. The working
electrode materials were polished with 200, 400, 660 and 1,200 sandpaper, then washed with ultra-pure
water before use. Their surfaces were measured and the geometric areas in contact with the electrolytic
solution were determined.

A Hoffman cell was used as an apparatus for the water electrolysis system, making it possible to
measure the volume of gasses produced and keep the internal pressure constant. Using an Autolab model
PGSTAT30 potentiostat, it was possible to apply the necessary voltage of -1.3, -1.5, -1.7, -1.9 and -2.0
V to the working electrode (the metal alloys tested) in relation to the platinum quasi-reference electrode
(PtQRE) and the counter electrode (another platinum wire). The experiments lasted 30 minutes and were
carried out in triplicate.
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Figura 1. Hydrogen production test in ionic liquid electrolyte
using a Pt working electrode at -1.7 V vs PtQRE.

Results and discussion

The water electrolysis system makes it possible
to measure the hydrogen and oxygen gasses
produced. The Figure 1 shows the chronoam-
perogram of Pt working electrode in ionic liquid
electrolyte where was applied a potential of -1.7
V versus PtQRE. Initially, as shown in Figure 1,
the current increases until it remains constant,
and the setting is complete. It can also be seen
that the H, bubbles formed do not block the elec-
trode surface. The tests with the other working
electrodes follow the same chronoamperogram
profile.

From the experiments it was possible to quan-
tify the current density of the system (), how
much energy was spent during the experiment
(Charge, Q) and, with the volume of H, produced,
the efficiency of the systems was calculated. The
efficiencies of all the systems were between 94
and 99 % and the results of j and Q are in Table 1.

Table 1. Water electrolysis results in BML.BF4 10 % (m/m)
electrolyte with different working electrode materials.

17V 2.0

Electrode J 9] J 0]
(mA.cm?) (mC) (mA.cm?) (mC)
AISI 420 95.0 83.8 50.5 44.6
AISI 410 37.2 18.8 52.6 26.4
AISI 316 L 93.3 73.9 117.9 80.6
HC 276 49.1 18.6 60.8 22.8
M400 61.0 23.0 99.7 37.7

According to Table 1, the highest current den-
sities were obtained in the tests using a potential
difference of -2.0 V. In this case, the alloy with
the highest current density was AISI 316L with
avalue of 117.9 mA.cm?, which was higher than
that found in the literature for other materials,
such as Pt and Mo, with the same electrolyte.
Consequently, the charge value was also higher
with AISI 3161, meaning that hydrogen produc-
tion was considerably higher with this electro-
catalyst. Comparing the results obtained at

-1.7 and -2.0 V, the test results at -1.7 V were
generally better only with the AISI 420 electrode,
with the equivalent of double the charge at 2.0
V. Although at -2.0 V the system produced more
hydrogen, 0.3 V more was needed to produce just
a little H, volume. The lack of proportionality
may be due to the partial blocking of the surface
by the gas produced in large quantities initially,
or the kinetics of the system not being favored
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Figura 2. SEM evidences of the AISI 316 L stability in 10
vol% IL electrolyte: (a) without use in water electrolysis (b)
after tests with different potential values vs PtQRE.
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under these conditions. As shown in Figure 2,
the AISI 316L electrode proved to be stable in
the system, as there was no significant change
in its surface area, which makes it suitable for
the system.

The AISI 316 L is a stainless steel with a
low carbon content, but with Mo, Ni, Cr and
Mn making up a larger part of its composition,
which gives it greater resistance to intergranular
corrosion. As shown in the current density results,
this metal is better than the platinum working
electrode studied previously (Padilha 2007) in
BMI.BF4 10 vol.% aqueous electrolyte. Another
important factor is that AISI 316 L costs 384
times less than it.

Metals used as electrocatalysts in this work
for water electrolysis in BMI.BF4 electrolyte
need to be tested in other ionic liquids to evaluate
their stability and ability to activate the hydrogen
production (Argiiello 2022).

Conclusion

Research in the area of hydrogen production
by water electrolysis has expanded the use of
alternative materials, metal alloys, as electro-
catalysts in the system. The main objective is
to find materials that are efficient and cost less.
This work has shown that hydrogen production
using 316 L stainless steel is viable, as it has a
high current density and efficiency, as well as
being stable and the advantage of this metal be-
ing cheaper compared to platinum. Despite these
results, the tests continue with the expansion
of the types of ionic liquids that can be used
and the stability of the conditions of the water
electrolysis system.
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Introduction

In the last decades, there is a growing interest in electrochemical devices as efficient, fast, reliable and
low-cost (Araujo Andreotti et al., 2019). As a result, different ways of modifying solid electrodes (ap-
plied (bio)sensor) have been developed, allowing the production of different types of sensors to meet the
growing demand. In this field, paper-based electrochemical analytical devices (ePADs) stand out due to
their wide range of applications and versatility in fabrication methods (Ding et al., 2021, Singh et al.,
2022). However, understanding how the electrochemical response occurs is one of the challenges for the
electrode to have expanded its possibilities, since the response of the electrode depends on the electron
flow to chemical changes and/or response electrochemistry (Goées et al., 2012, Tasic et al., 2021). The
response of the electrode has variations that depend on the characteristics (structural or morphological)
of the material that makes it up. Thus, the response of the electrode depends on the interfaces that make
up the whole system. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and Square Wave Voltammetry
(SWYV) are electrochemical techniques to characterize the electron transfer at the electrode-solution
interface, i.e. to determine interfacial processes, and also to provide precise information on the double
layer capacitance and, in the case of more complex systems (Bard & Faulkner, 2001).

Thus, in this work we approach the use of EIS and SWV as the main tools for electron transfer at the
interface of ePADs to detect contaminating metal ions (as copper ions) in aqueous media.

Materials and methods

A white stiff paper was used to support the electrodes. A layer of double crepe adhesive tape was applied
over the stiff paper, followed by a layer of low tack transfer tape. The electrode patterns and device edge
were then cut using the Craft Cutter printer. The parameters were set to ensure that the blade would
cut only the low tack transfer and crepe tape layers without reaching the paper (for the electrode pat-
tern cut), and to finish the cutting process by cutting all the layers (including the paper) to achieve the
desired dimensions of the device. The inner adhesive parts were removed to form a negative mask with
the electrode patterns. Melted paraffin was then applied to the back of the paper (without the mask) to
penetrate the paper fibers and form a hydrophobic layer to limit the area of the sensor that the solution
could reach. The paraffin was allowed to dry at room temperature.

The last part of the process was the preparation of the conductive ink and the deposition of the elec-
trodes on the paper. The conductive ink was prepared by manually mixing graphite powder (Vonder) and
mineral oil (USP) (60:40 w/w) until a homogeneous paste is achieved. The ink was then applied to the
stiff paper by manual screen printing, filling the entire negative mask. Finally, the low-tack transfer was
removed and the ePAD was ready for use. EIS measurements were carried out with the same solution
and apparatus used for SWV measurements. From the SWV curve obtained for different concentrations,
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potential values were selected for EIS analysis.

Results and discussion

As mentioned, this work focuses on obtaining a
sensor that is low cost and easy to acquire. The
ePAD were built based on de Oliveira et al. (2019)
and Pradela et al. (2020) works. All electrochemi-
cal measurements were performed on Autolab
PGSTAT128N potentiostat, operated by Nova v
2.1.5 (Metrohm, Herisau, Switzerland) at room
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Figura 1. (a) CV (inset sensor) and (b) EIS obtained for ePADs
at different concentrations of the copper ions.

temperature and in triplicate. The electrochemi-
cal behavior of the stepwise production process
was investigated via Cyclic Voltammetry (CV) to
monitor the response electrode based on conductive
graphite paste. All steps of the sensor development,
CV and EIS of a ferricyanide probe was performed
to establish the effectiveness of each stage (Figure
la-b). CV measurements were carried in KClI buffer
(0.5 mol L), containing 10 mmol L' Fe(CN) >/
Fe(CN),* (1:1) and were taken from -0.4 to 0.4
V with a scan rate of 5, 10 and 50 mV s at room
temperature. The applied potentials for EIS are
highlighted (red/gray circles) in Figure 1a.

The results (Figure 1) show that the electro-
chemical sensor responds adequately to the charge
transfer processes that occur at the graphite/elec-
trolyte interface. In Fig. 1a it can be observed the
CV response of the modified electrode towards the
oxidaton/reductin process of the ferricyanide probe.
Such response shows that the modification proposed
herein was successful acomplished. Increasing the
scan rate resulted in an increase in the oxidation/re-
duction peak current, confirming that the electrode
follows the Randles-Sevéik equation (describes
the effect of scan rate on the peak current for a CV
experiment). Also, a small shift to more positive/
negative potential values of the oxidation/reduction
peaks with the scan rate is a characteristic finger-
print of the internal film resistance. In this sense,
EIS is advantage technique, which can be applied
to electrochemical paper-based devices (Tasic et
al., 2020). There are two methods in the literature
for the treatment of experimental data obtained by
EIE. First, of them is a mathematical treatment in
which standard Nernst-Planck and Poison expres-
sions are used to establish the analytical conditions
for the various characteristics of the system, such as,
for example, the charge transfer resistance and the
diffusion coefficient (Bisquert et al., 1999, Lasia,
2001). Second, is to associate the components of an
electric circuit (capacitors, resistors and inductors)
to electrochemical processes, thus building a circuit
that simulates a current response similar to that pro-
duced by the electrochemical system under study.

For that work, we using SWV and EIS for a
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Figura 2. SWV responses obtained for different concentrations
of the copper ions.

practical analysis of the metal ion aqueous media,
our interest is in the analysis of copper ions. Cop-
per is an essential element for living organisms
in small amounts. However, drinking water with
high concentrations of the metal can cause nausea,
vomiting, abdominal pain, and diarrhea (Trumbo
et al., 2001). The performance of the ePAD was
evaluated by SWV using the following param-
eters: 25 Hz (frequency), 100 mV (amplitude), 1
mV (step potential), potential range -0.4 to +0.2 V.
The concentrations of CuSO,.H,O in the range of
0.025; 0,5; 0.75 and 1.25 mmol L' were analyzed
(Figure 2). In the present analysis, we obtained de-
tection limits and quantification results of 0.641 and
2.138 mM, respectively, as composite and/or pure.
These values are slightly above the legal limit of 1
mg/L. However, the research has already achieved
values well below the detection limit allowed by
law, which proves the effectiveness of the sensor
for the application.

Figure 3 shows the impedance and capacitance
of the ePADs samples in different concentration of
the copper ions. It was applied alternating current
(AC) frequencies to experiments with variable
impedance from 10° to 10 Hz, 20 mV amplitude.
The EIS response is directly related to what was
observed in the SWV. The complex capacitance
plots obtained from the impedimetric Nyquist plots
in the concentrations range of 0.025-1.25 mmol
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Figura 3. (a) Nyquist impedimetric plots of electron transfer
and (b) complex capacitance spectra obtained for different
concentration levels of the copper ions.

L' are presented in Fig. 3b. The capacitance (real
(C’) and imaginary (C’’)) can be extracted from
the impedance (real (Z') and imaginary (Z")) by
considering (Sousa Goes ef al. 2012):

. ZII
C=omm O
C'II — Z—, (2)

wl|Z|?

where is |Z|2 = (Z2")2+ (Z"")? and w is angular
frequency.

In general, the electrochemical potential of a
solid body (in the case, graphite/oil mineral) and
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an electrolyte (analyte) are not equal. In contact,
equilibrium would be established by an exchange
of species. In the case of an electrolyte with a
redox couple in contact with a solid electrode,
electron transfer occurs or depends on the case the
capacitance effect (Fernandes et al., 2013, Cheng
et al., 2023). The exchange of electrons results
in a difference in electrical potential between the
interface and the electrode bulk, an effect known
as "built-in potential". Because the charges in the
electrolyte are free to move, the opposing charges
arrange themselves at the electrode/electrolyte in-
terface. This inner layer is known as the compact,
Helmholtz, or Stern double layer (Bard & Faulkner,
2001). The electrode response is directly associated
with the properties of the interfaces that make up
the end device.

In general, the linear response of the current
to the change in the concentration of copper ions
shows that the electrochemical sensor meets the ex-
pectation of monitoring ion changes in aqueous me-
dia (Figs 2 and 3). In contrast, the response at lower
concentrations (e.g., the 0.025 mM concentration)
has an electrochemical response dominated by
charge accumulation (inset in Fig. 3b). This effect
may be directly related to the low charge transfer
response in the interface, i.e., due to conductivity
(Neethipathi ef al. 2023). This improvement in
response may be related to the synergy of charge
transfer at the sensor interfaces, showing potential
for application in environmental monitoring.

Conclusion

The results showed that low-cost, easy acquisi-
tion and simple production electrochemical sensor
based on simple graphite has been archived. The
future prospects of the project will be to evaluate
the response of the electrodes to other metal ions,
to further investigate the electrical response and
electron transfer at the electrode-solution interface,
and most importantly, to apply it to the analysis of
heavy metals in industrial effluents.
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Introduccion

La quimica computacional es una herramienta que permite la estimacion de propiedades moleculares,
termoquimicas y espectroscdopicas cuando no se dispone de informacion experimental o cuando la misma
presenta algunas discrepancias. Es posible la determinacion de entalpias de formacion estdndar mediante
el calculo de energias de atomizacion totales (EAT) para una dada especie (Ochterski, 2000). Una alter-
nativa a este método es la utilizacidon de reacciones isodésmicas que consiste en reacciones quimicas que
mantienen el mismo niimero de enlaces de la misma naturaleza, pero con un cambio en sus disposiciones
moleculares al pasar de reactivos a productos (Foresman & Frisch, 2015). Es muy frecuente que estas
reacciones también sean isogiricas, es decir procesos en los que se mantiene constante la multiplicidad
del espin del sistema, ademas, de la cantidad de los mismos tipos de enlaces en toda la reaccion. De esta
forma, las estimaciones que se realizan con este ultimo método eliminan los errores sistemdticos de los
calculos individuales de las moléculas y en general, la precision de las predicciones suele estar en funcion
a la fiabilidad de los valores experimentales utilizados.

El objetivo de este trabajo es analizar la variabilidad de los resultados que se obtienen al calcular la
entalpia de formacion estandar, AH°(298K), de alquenos halogenados por medio del método de reacciones
isodésmicas e isogiricas (RIEI) y a partir del calculo de EAT.

Materiales y métodos

Los correspondientes parametros moleculares se determinaron mediante calculos mecano-cuanticos ab
initio (como G4, G3B3, CBS-QB3) y la teoria del funcional de la densidad, DFT (como B3LYP, BMK,
M062X, MOSHX, MN-15 combinados con la base 6-311++G(3df,3pd)) implementados en el programa
Gaussian 16W (Gaussian 16, 2019). Para la determinacion de las entalpias de formacion estandar se
utilizaron el método de RIEI, explicado por Foresman en el manual del software usado (Foresman &
Frisch, 2015) y también el calculo de EAT planteado por Ochterski (Ochterski, 2000).

Resultados y discusion

Los resultados preliminares con B3LYP/6-311++G(3df,3pd) indican que al estimar la entalpia de forma-
cion estandar a 298 K del clorobenceno se obtuvo un valor de 52.02 kJ mol™! por medio del método RIEI
y a partir del calculo de EAT, lo obtenido fue de 90.05 kJ mol. El valor aceptado del mismo es 52.30
(£0.21) kI mol! (Ruscic, 2023). Por otro lado, se estimd la entalpia de formacion estandar del cloroeteno
usando EAT y el método RIEI, con el primero la prediccion fue de 32.07 kJ mol! mientras que con el
segundo se obtuvo 21.58 kJ mol! que se encuentra en mejor acuerdo con el valor experimental de 21.79
(£0.27) kT mol’!, segtin lo recomendado en las tablas termodinamicas activas (ATCT, 2023).

Esta tendencia, en la que, para el mismo nivel de teoria, el método RIEI predice mejor las entalpias
estandares de formacion, concuerda con lo descrito por Buendia-Atencio (2011) al notar en el estudio
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Tabla 1. Entalpias de formacion estandar de alquenos halo-
genados.

AH®208k) / kJ mol™!
-26.49 (+7.00)
-189.71 (+7.00)
-185.19 (+7.00)
-348.63 (+7.00)

Reactivo

1,3-dicloro-1-propeno
1-cloro-3-fluoro-2-propeno
1-cloro-3-fluoro-1-propeno

1,3-difluoro-1-propeno

de series de SFxCI que los valores obtenidos por el
método RIEI son mas precisos que los obtenidos por
el calculo de EAT para niveles de teoria similar. Se
not6 ademas que al aumentar los niveles de teoria
en el calculo de EAT, los valores de las entalpias de
formacion obtenidas se acercaban mas a los valores
reportados en la bibliografia y por tanto el método
de las reacciones isodésmicas e isogiricas puede ser
mucho mas 6ptimo. De esta forma, realizamos la
estimacion de algunos alquenos halogenados direc-
tamente usando RIEI, las cuales se muestran en la
Tabla 1. Los resultados preliminares de estas predic-
ciones fueron socializados en el Latinxchem_ 2021
(Zucchini, Caballero & Tucceri, 2021) y aqui se
muestran con las unidades de medida adaptadas
en kcal mol. Estos datos obtenidos resultaron
novedosos ya que previamente no se encontraban
disponibles en la literatura.

Conclusiones

Los valores de entalpias de formacion estandar
determinados mediante esquemas de reacciones
isodésmicas e isogiricas (RIEI) estan en mejor
acuerdo con los valores existentes en literatura
para los niveles de teoria empleados, mientras que
los resultados encontrados mediante calculos de
energias de atomizacion totales (EAT), se acercan
mas a los valores reportados cuando se emplea un
alto nivel de teoria.

El método RIEI permite optimizar el tiempo
de calculo, ofreciendo mayor precision que EAT
cuando se comparan resultados al mismo nivel de
teoria y por tanto son menos costosos computa-
cionalmente.

Los resultados termoquimicos obtenidos
mediante el método RIEI pueden hacer aportes
termoquimicos novedosos cuando no se dispone

de informacion (como en la Tabla 1) o constituir
un aporte para resolver posibles discrepancias de
valores existentes en la literatura.
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Introduccion

El consumo de plantas medicinales y aromaticas en el Paraguay es una costumbre proveniente de los
guaranies, que tuvieron una nocion extensa tanto del uso como de las propiedades, que aplicaron apro-
piadamente en la prevencion y el tratamiento de enfermedades (Fretes, 2010). La actividad antioxidante
de estas plantas es debida principalmente a la presencia de compuestos fendlicos (Hernandez, 2020).
Eryngium es un género con 200-250 especies y es el mas distintivo de la familia Apiacea, con su aspecto
parecido a un cardo. Entre las especies de este género se encuentra el Eryngium horridum, que es una
planta herbacea, perenne, nativa, llamada comunmente Caraguata y es utilizada en la medicina popular
como antiinflamatoria en infusion, especialmente las raices y hojas, de los cuales existen escasos estudios
o incipientes publicaciones sobre la identificacion y descripcidon de compuestos activos en la especie.
Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad bioldgica in vitro y el perfil fitoquimico de las raices
de esta especie.

Materiales y métodos

Las raices de E. horridum Malme, fueron recolectadas en plena inflorescencia en setiembre de 2021, En
el punto ubicado en las coordenadas 25.07480556S 57.05655556W. La identificacion taxonomica del
material vegetal se realizd en el Laboratorio de Botanica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
(FACEN), una muestra de la especie colectada fue depositada en el Herbario de la FACEN para referencia
adicional bajo la identificacion FACEN N°4979.

La preparacion del extracto crudo etanolico (Ec) de E. horridum, fue realizada con las raices secas. Se
efectud la maceracion exhaustiva con etanol al 96% en frio y agitacion manual diaria durante 4 semanas.
Se realizé la extraccion fraccionada de compuestos del Ec con los siguientes solventes: éter de petrdleo
(E1), diclorometano (E2), acetona (E3) y metanol (E4).

Pruebas Cualitativas: para los ensayos se utilizaron el Ec y las fracciones obtenidas E1, E2, E3 y E4. se
ensayaron algunos metabolitos secundarios como triterpenos y esteroles (Ramya et al., 2019), saponinas,
sesquiterpenlactonas - cumarinas (Castro et al., 2011), flavonoides (Valencia et al., 2017; Rodriguez et
al., 2011, Ramya et al., 2019), taninos (Ramya et al., 2019). Alcaloides (Castro et al., 2011; Valencia et
al., 2017 y Ramya et al., 2019).

El ensayo de fenoles totales se realizé por el método Folin-Ciocalteu, siguiendo el método de Garcia
Martinez et al., (2015), con algunas adaptaciones. Se prepard una curva de calibracion con 5 patrones (1,0;
2,0,4,0;8,0y16,0)mg. L' de Acido Galico en metanol partiendo de una solucion madre de 1.000 mg. L.

Ensayos bioldgicos: Prueba de Actividad Antioxidante (Brand-Williams et al., 1995) Fue realizada
una curva de calibracion (UV-Vis a 517 nm) con acido ascorbico de 0 a 100 pg.mL". Actividad Hemo-
litica se trabajo con eritrocitos de sangre humana, como control positivo se utilizé solucion al 2% de
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Tabla 1-Resumen de resultados de perfil fitoquimico de las
raices de Eryngium horridum MALME. (+++) Cambio similar
a la muestra control positiva. (++) Cambio significativo con
relacion a la muestra control positiva. (+) Cambio leve con
relacion a la muestra control positiva. (-) No hay cambio con
relacion a la muestra control positiva.

Metabolitos Pruebas EXTRACTOS
Ec E1 E2 E3 E4
Dragendorff +++ + - -
Alcaloides Mayer + + - - +
Wagner +++ ++ o+ - +
Cumarinas Baljet +++ - + + +
Saponinas Espuma  +++ + - - -
Shinoda - - - - -
Flavonoides Zn - - - - -
H2S04 +++  + + o+
Triter| i -
penos - Libermamn +H+ A+ A+ +
y/o esteroles Burchard
Taninos FeCls * ) - - B
Gelatina sal - - - - -
Sesquiterpen .
Baljet +H+ - + + +
Lactonas

carbonato de sodio disuelto en tampon PBS, como
control negativo se empled solucion tampon PBS
(Rocha et al., 2012). Actividad Antimicrobiana,
con el ensayo de Dilucion en Microplaca (An-
drews 2001) con modificaciones. Para el estudio
se utilizaron los siguientes microorganismos (ce-
pas bacterianas): Escherichia coli WDCM 00012,
Salmonella enterica WDCM 00031, Pseudomonas
aeruginosa WDCM 00026, Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-1705, Enterococcus faecalis WDCM
00087, Staphylococcus epidermidis WDCM 00036
y Staphylococcus aureus ATCC6538, Salmonella
typhymurium ATCC14028, Microccocus luteus
ATCC4698, Bordetella bronchiseptia ATCC19395.
Se utilizdé como control positivo: Meropenem (50
mg. mL") para bacterias Gram negativas y Ci-
profloxacina (25 mg. mL") para bacterias Gram
positivas. Como control negativo agua purificada.

Resultados y discusion

Los resultados de la evaluacion cualitativa preli-
minar de las raices de Eryngium horridum Malme,

pueden observarse en la Tabla 1. Se han confirmado
la existencia de fitoquimicos con actividad farma-
coldgica, especificamente flavonoides y acidos
fenolicos en especie vegetal del género Eryngium
(Erdem et al., (2015) y Wang et al., 2012). De
acuerdo a lo reportado de las partes subterraneas
(raices) de especies de Eryngium, evidencio los
metabolitos como saponinas triterpénicas, com-
puestos fendlicos como flavonoides, derivados
de cumarinas. detectados en concordancia con
los resultados obtenidos por Erdem et al., (2015).
Ademas, se detect6 la presencia de triterpenlactonas
y cumarinas con el método de Baljet, la presencia
de ambos compuestos coincidié con lo mencionado
por Erdem et al., (2015).

Los valores de compuestos fenolicos totales se
encuentran en la Tabla 2, la mayor concentracion se
encontr6 en E3. Se reportaron valores entre 10,71
y 33,38 mg GAE.g"! en extracto etanolico de partes
aéreas de E. billardieri (Daneshzadeh, et al., 2020).
Marceti¢ et al. (2014) encontraron que los fenoles
totales en las partes aéreas de E. palmatum son mas
elevados (29,0 £ 2,0 mg AG. g!) que en las raices
(13,9 + 1,0 mg AG. g') en extractos de metanol.
Ayuso et al., (2020) determinaron que los acidos
fenolicos fueron los compuestos preponderantes
en E. viviparum con 38,3 £ 0,8 mg. g'y 102 £ 4
mg. g de extracto de partes aéreas y radiculares,
0 {poiu tyrrespectivamente, mientras que en este
trabajo la concentracion para E. horridum en laraiz
fue de 160 + 3,95 mg. g!, mayor al de las especies
mencionadas por los autores.

Actividad Antioxidante (Tabla 2): El mayor
porcentaje de actividad present? la fraccion soluble

Tabla 2 — Resultados de fenoles totales y de actividad antioxi-
dante de las raices de E. horridum Malme.

mg GAE/g SD % actividad SD

Extractos extracto + antioxidante +
Patrén 4,0 ppm 0,00 -
Ec 20,0 0,70 0,98 0,85
El 13,0 0,26 -0,65 0,29
E2 74,2 2,92 8.81 2,17
E3 160,6 3,95 20,49 2,01
E4 13,9 0,06 1,94 0,43

IIT CONGRESO PARAGUAYO DE QuimicA PURA Y suS APLICACIONES



68 Rep. cient. FACEN Vol. 15, Supl. A (Abril 2024)

Tabla 3 Resultados de actividad antimicrobiana de las raices
de E. horridum Malme.

% inhibicion

Microorganismos  E1 E2 E3 E4
Staphylococcus 48,1 31,6 46,8 18,5
aureaus

Stqphylo.co.ccus 203 14,7 20,2 26,0
epidermidis

Micrococcus 12.2 20,5 27,6 25,7
Luteus

E. coli 6,64 9,06 0.65 5,63
Salmonel(a 3.30 16,2 0 0
typhimurium

Bordete.lla . 11.8 342 39,9 31,3
Bronchiseptica

Enterqcoccus 15.4 27,4 35,1 27,9
faecalis

Klebszellq 2.50 17.6 24,3 24,0
pneumoniae

Pseudgmonas 34,4 70,1 46,4 38,3
aeruginosas

Salr’nc?nella 0 0 0 0
entérica

en Acetona (1mg.mL™), los resultados concuerdan
con los compuestos fenodlicos totales ensayados.
Algunos autores han encontrado actividad antio-
xidante en diferentes especies de Eryngium; como
Daneshzadeh et al., (2020) en partes aéreas de E.
billardieri, (17,25 y 51,63 %), Ayuso et al., (2020)
en partes aéreas (25,6%) y radiculares (14,9%) del
E. viviparum, y Wojtanowski et al., (2013) en E.
amethystinum L. y E. planum L. Los resultados
reportados en este trabajo se encuentran dentro de
los rangos hallados por los autores mencionados.
Actividad Antimicrobiana: como puede obser-
varse en la Tabla 3, E. horridum presenta cierta
actividad antimicrobiana con algunas de las cepas
utilizadas a excepcion de la Salmonella entérica
que no presentd ninguna actividad, mientras que
con Pseudomonas aeruginosas E2 tuvo una gran
influencia inhibitoria sobre el crecimiento de la cepa
(70,10 £ 6,5) %. En comparacion con Erdem et al.,
(2015) quienes determinaron que los extractos de
Eryngium spp. expresaron una amplia actividad
antimicrobiana hacia una serie de bacterias como E.
coli, en este trabajo se obtuvo por debajo del 10%
de inhibicioén y con S. aureus por debajo del 50%.
Los extractos hidroetanoélicos de E. maritimum, E.

Tabla 4- Resultados de actividad hemolitica de las raices de
Eryngium horridum Malme.

Ec El E2 E3 E4
A O T s
75 21,3 30 19,0 20 015 110 232 20 0,15
80 27,8 40 19,6 40 041 115 8,69 40 0,82
85 389 50 205 50 1,08 120 494 50 1,03
90 80,0 60 22,1 60 123 125 844 100 1,28
95 990 = =- == = 130 978 - -

planum y E. campestre (Thiem et al., 2010) y la
fraccion apolar de un extracto metanol-cloroformo-
acuoso de E. maritimum (Meot-Duros et al., 2008)
mostraron actividad antibacteriana contra S. aureus.
Los extractos metanoélicos y de cloroformo de ho-
jas y raices de E. palmatum también demostraron
actividad contra S. aureus y E. coli (Marceti¢ et
al., 2014).

Los extractos utilizados fueron 1 mg,mL". El
control positivo dio 100 % y el negativo 0 % para
todas las cepas.

Los valores para control negativo = 0% y para
control positivo = 100%.

Actividad Hemolitica, como puede observarse
en la Tabla 4, a mayor concentracion del extracto,
mayor porcentaje de actividad hemolitica.

Las diferentes concentraciones de extractos y
fracciones utilizadas mostraron actividad hemoli-
tica contra eritrocitos humanos. Se evidencio que
Ec=95pg.mL'y E3 =130 pg.mL"' mostraron una
capacidad significativa para lisar globulos rojos. La
fraccion E1 mostro baja accion hemolitica, pocas
variaciones de actividad entre las concentraciones
ensayadas. Fracciones E2 y E4 presentaron porcen-
tajes de hemolisis por debajo del 5%.

Conclusiones

Los resultados sugieren la raiz de E. horridum es
rica en alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas
y triterpenoides, ademas presenta una actividad
antimicrobiana significativa para bacterias tanto
gram-positivas como gram-negativas. Se evidencio
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ademas que los extractos presentan considerable
actividad hemolitica, lo que resulta interesante para
la exploracion de aplicaciones médicas de la planta.

Se recomienda ampliar el estudio a partes aéreas
del vegetal y la identificacion de moléculas por
técnicas instrumentales como la espectroscopia de
masas, espectroscopia infrarroja (IR), espectros-
copia de resonancia magnética nuclear (RMN),
entre otros.
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Introduccion

Durante tiempos inmemorables, los hongos (setas) tienen una larga historia de uso nutricional y medi-
cinal en varias culturas en todo el mundo, son reservorios naturales de potentes productos farmacéuti-
cos y ahora son la nueva interfaz para el descubrimiento de alimentos y farmacos (Zeb & Lee, 2021).
Los hongos medicinales contienen el potencial farmacoldgico para tratar varios tipos de patologias
como enfermedades cardiacas, diabetes, tumores, sepsis, trastornos inmunomoduladores y trastornos
metabodlicos (Park & Lee, 1999; Lindequist, Niedermeyer & Jiilich, 2005). Todo esto sumado a sus
cualidades nutricionales, cataloga a los hongos como un alimento nutraceutico beneficioso para el
hombre. Los estudios de la composicion quimica y nutricional de los hongos nativos del Paraguay ha
tenido un crecimiento sostenido en los tltimos afios (Campi et al., 2021, 2023 a,b) y se ha demostrado
que son excelente fuente de antioxidantes, vitaminas y nutrientes. Sin embargo, la diversidad de la
Funga del Paraguay es tan elevada que varios grupos de hongos necesitan ser prospectados para evaluar
sus propiedades. Con la finalidad de dar a conocer el potencial biotecnologico de los hongos comes-
tibles y medicinales del Paraguay, se presenta una revision de las caracteristicas biologicas, quimicas
y nutricionales de los géneros Ganoderma, Phlebopus, Phellinotus, Fomes e Inonotus endémicos del
Neotropico.

Materiales y métodos

Para la revision bibliografica se tuvo en cuenta articulos publicados entre 2018 al 2023 en temas concer-
nientes a las propiedades quimicas, bioldgicas y nutricionales de los hongos de los géneros Ganoderma,
Phlebopus, Phellinotus, Fomes e Inonotus, tomando en cuenta solo a las especies endémicas del Neo-
tropico. También se presentan datos inéditos de las propiedades biologicas de las especies Fomes sp e
Inonotus sp y la caracterizacion quimica de especies del género Phellinotus correspondientes a trabajos
de investigacion del Laboratorio de Micologia de la FACEN.

Resultados y discusion

Las especies Ganoderma lucidum, Fomes fomentarius e Inonotus obliquos son estudiados ancestralmente
debido a sus propiedades medicinales. Estas especies representativas son nativas de Europa del Este y/o
Asia. En el Neotropico contamos con especies del mismo género sin evaluacion de sus propiedades.
Trabajos recientes demuestran el potencial nutricional, quimico y biologico de varias especies autoctonas
de la region, las cuales representan un acervo bioldgico atractivo en el area de la biotecnologia.
Phlebopus beniensis es una especie recientemente catalogada como silvestre comestible (Campi et al.,
2023), es bajo en grasas, alto en proteinas y rico en fibra dietética, ademas de ser una fuente de compuestos
fenolicos y antioxidantes. Las especies de Ganoderma: G. australe, G. tuberculosum, G. multicornum
y G. sessile presentan excelente fuente de antioxidantes (16-95% de actividad antioxidante) (Campi et

IIT CONGRESO PARAGUAYO DE QuimicA PURA Y suS APLICACIONES


mailto:geraldinecampi@gmail.com

72 Rep. cient. FACEN Vol. 15, Supl. A (Abril 2024)

Tabla 1. Resultados de la evaluacion de compuestos la activi-
dad antioxidante de los basidiomas.

Género Capacidad Actividad
antioxidante antimicrobiana
Ganoderma 16-95 % Baja
Fomes 93 % Intermedia
Inonotus 86 % Alta
Phellinotus 86% Baja

al., 2021) como asi también la especie Phellinotus
sp (94%) (Tabla 1).

Las moléculas bioactivas mas relevantes repor-
tadas en nuestros estudios para estos géneros son
los acidos grasos de la serie omega (0-6, ®-7 y ©-9)
compuestos fenolicos como la Hidroquinona, Piro-
catecol, derivados del acido cinamico entre otros.

Conclusiones

Mundialmente la industria alimenticia y farma-
céutica de los hongos comestibles y medicinales,
mueven un valor aproximado de 2.2 billones de
dolares anuales. Paraguay cuenta con “hotspots”
de diversidad de hongos importantes y reportes
preliminares y resultados actuales del equipo
de investigacion en Micologia, comprueban el
potencial bioldgico, quimico y nutricional de
los hongos comestibles y medicinales nativos
del Paraguay. Los trabajos de bioprospeccion
revelaron el potencial quimico, biolégico y
nutricional de los hongos medicinales y comes-
tibles nativos del Paraguay, lo que alienta al
seguimiento y fortalecimiento de esta linea para
el descubrimiento de nuevos recursos endogenos
utiles para el hombre.
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Introduccion

La nucleolina es la proteina mas abundante en los nucleolos (~90%) y cumple funciones importantes
como la transcripcidn y el trafico del ARNr, nucleogénesis, asi como la participacion en el ensamblaje
de ribosomas (Tajrishi et al., 2011; Berger et al., 2015). En células cancerosas presentan una expresion
alterada localizdndose abundantemente en el citoplasma y en la superficie celular, por lo que los inves-
tigadores correlacionan su sobreexpresion y abundancia con la carcinogénesis, especificamente por su
intervencion en los procesos de proliferacion y crecimiento celular (Berger et al., 2015; Chen & Xu,
2016). Las nucleolinas presentes en la superficie celular son capaces de irrumpir procesos apoptoticos,
promoviendo de esta manera la division descontrolada de las células tumorales (Berger et al., 2015; Chen
& Xu, 2016). La regulacion de las actividades de esta proteina es capaz de generar la inhibicion de la
proliferacion de células cancerigenas y desencadenar la apoptosis de estas células (Meng et al., 2011;
Chen & Xu, 2016).

Recientemente, se ha propuesto a la nucleolina como blanco terapéutico para la busqueda y desa-
rrollo de posibles nuevos anticancerigenos a partir de compuestos/productos naturales (Watanabe et al.,
2010; Wang et al., 2018). Por ello, en esta investigacion se propuso como objetivo principal evaluar a
la berberina, triptolide y acido betulinico, moléculas con actividades proapoptoéticas importantes, con
potenciales acciones inhibitorias del sitio activo de las nucleolinas mediante el empleo de herramientas
como el acoplamiento molecular y las simulaciones de dinamica molecular en modelos atomisticos, los
cuales permiten generar aproximaciones altamente confiables en pruebas computacionales a los bioen-
sayos in vitro € in vivo.

Materiales y métodos

Las simulaciones computacionales de acoplamiento molecular y dindmica molecular se llevaron a cabo
entre la nucleolina y los compuestos berberina, triptolide, dcido betulinico, en los que se determinaron
valores de AG (energia libre de Gibbs de interaccion) y K, (constante de disociacion estimada), como
control del estudio se emple6 a la oridonina. Las condiciones de las simulaciones computacionales em-
pleadas en este estudio fueron las descritas por Giménez et al. (2022), y por Gayozo & Rojas (2023).

Los datos de AG obtenidos fueron analizados mediante el test de Kruskal-Wallis y la prueba post-hoc
de Dunn, en ambos casos con P<0,05 de nivel de significancia, para ello se emple6 el programa PAST
v. 4.10 (Hammer et al., 2001).

Resultados y discusion

Las pruebas de acoplamiento molecular revelaron que tanto la berberina, el triptolide y el acido betuli-
nico presentaron valores de energia libre de interaccion significativamente favorables (P<0,001) con el
dominio activo de la nucleolina en comparacién a lo obtenido con el control (Fig. 1).
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Interacciones

I: van der Waals

- Puente de hidrégeno

D Interacciones carbono-
hidrégeno

|:| Interacciones Alquilo-Alquilo
[T interacciones Pi-Alquilo
- Interacciones Pi-Sigma

Figura 1. Representaciones bidimensionales de los complejos A) acido betulinico-nucleolina. B) berberina-nucleolina. C)

triptolide-nucleolina.

Estos compuestos también demostraron una
disminucionenlaK, decadacomplejo en com-
paracion a lo registrado con el control, asi también
valores 6ptimos (<0,3) de eficacia del ligando
(EL) (Hopkins et al., 2014; Onawole et al., 2018)
(Tabla 1).

Las simulaciones de dinamica molecular re-
velaron una mayor estabilidad principalmente en

los complejos berberina-nucleolina y triptolide-

Tabla 1. Energia libre de unioén (AG) y constante de disociacion (K

miento molecular. ***P<0,001.

nucleolina los cuales demostraron, en el tiempo si-
mulado, menores promedios de RMSD (Desviacion
Raiz Cuadratica Media), con valores de 2,83+0,58
y 2,71£0,49 A, respectivamente (Fig. 2).

Sin embargo, el complejo acido betulinico-nu-
cleolina revel6 un ligero aumento en los promedios
de RMSD en comparacion a los demas complejos,
con un valor de 2,93+0,92 A.

Se registraron mayores fluctuaciones en re-

) y eficacia del ligando (EL) en las pruebas de acopla-

dcalc

Compuestos AG unié6n (kcal.mol!) Kacate (0M) EL (kcal.mol '/ 4tom.pes.™)
Oridonina -8,56+0,14 0,94+0,22 0,2
Ac. betulinico -9,73+0,04%** 0,14+0,01 0,2
Berberina -8,91£0,03%** 0,52+0,025 0,3
Triptolide -8,57+0,05%** 0,91+0,07 0,3
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Figura 2. Simulaciones de dindmica molecular, raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD) (A), raiz de la fluctuacion
cuadratica media (RMSF) (B), variacion de la raiz de la fluctuacion cuadratica media (ARMSF) (C), superficie accesible al
solvente (SASA) (D), puentes de hidrogeno (E), puentes de hidrégeno totales (F).

siduos presentes en las regiones Phel7-11e28,
Ala98-Lys104, Glul49-Serl161, grandes fluc-
tuaciones en el residuo Gly127 en el complejo
berberina-nucleolina, lo cual se puede observar
en los valores de RMSF, lo cual fue reconfirmado
en las fluctuaciones relativas de los complejos
(ARMSF). Los valores de superficie accesible al
solvente (SASA) evidenci6 un ligero aumento en
el complejo acido betulinico-nucleolina con un
promedio de 12186,02+316,88 A.

Estos valores sugieren un mayor acceso del sol-
vente en la nucleolina, debido a la presencia de los
compuestos en el sitio activo. El calculo de la ener-

gia libre de Gibbs de interaccion (AG) de los com-
plejos seleccionados revelo resultados favorables
de interaccion solo en el complejo formado entre
la berberina y la nucleolina, con valores promedio
de -15,76+5,50 kcal.mol-1. Esto también se pudo
constatar en los valores promedio de RMSD, RMSF
y SASA, los cuales ofrecen informaciones sobre
la estabilidad de los complejos proteina-ligando.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian
que la berberina, el 4cido betulinico y el triptolide
presentan afinidades de union a las nucleolinas, sin

IIT CONGRESO PARAGUAYO DE QuimicA PURA Y suS APLICACIONES



76 Rep. cient. FACEN Vol. 15, Supl. A (Abril 2024)

embargo, solo la berberina exhibe interacciones
estables y favorables con la nucleolina, demos-
trando aptitudes para su estudio in vitro e in vivo
en proyecciones futuras.
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Introduction

The introduction of metal ions into biologicalsystems as a mean of treating illnesses is one of the main
subdivisions of bioinorganic chemistry.Although areas of natural sciences such as medicinalinorganic
chemistry are considered recent, historically the use of metals for pharmaceutical purposes dates back to
ancient Mesopotamian,Egyptian, Indian and Chinese civilizations (MJOS &ORVIG, 2014). Regarding
the synthesis and characterization of new natural products as chemotherapeutic agents, quinones tend
to stand out. This family has important chemical characteristics, mainly when it comes to its redox
behavior, and this property is the most notable in scientific circles due to its several promising benefits
(SON et al., 2016). Among the quinones, lawsone (2-hydroxy-1,4- naphthoquinone) extracted from
the Henna plant (Lawsonia inermis), has antifungal, antibacterial andantioxidant activities. Currently,
various lawsone complexes have already been reported in the literature as potential biomedical agents
(HIJJI, BARARE, ZHANG, 2012). When it comes to important metal ions, magnesium ion is one of
the most prominent, this plays the role of a cofactor for more than 300 enzymes and regulates a series
of fundamental functions, such as muscle contraction, neuromuscular conduction, glycemic control,
myocardial contraction, and blood pressure. Therefore the ability to combine quinones compounds with
ions of different oxidation states allows these new chemical entities to play important roles in biological
systems. Then, the synthesis of a new lawsone-Mg(II) complex is suggested (GRAY, 2003; ORASMOS-
ROYO et al., 2013).

Materials and methods

The synthesis of the lawsone-Mg(II) coordinationcomplex was carried out in 2:1 stoichiometry(ligand/
metal) using methyl and ethyl alcohols assolvents. In the first stage, 0.0897 g of lawsone were solubilized
in ethyl alcohol until completely solubilized and then 0.0536 g of magnesium acetate tetrahydrate,
previously solubilized in methylalcohol, was added. The reaction was carried out under stirring and
heating (60 °C) for 40 minutes at pH 5.0. From the resulting solution, a microcrystalline dark red
precipitate was formed, which was washed and filtered with chloroform.

The melting temperatures of the ligand and the complex were obtained in a TECNOPON device,
model PFM-II, with capacity for three simultaneous samples by dry heating, using a closed glass
capillary and a thermometer with a maximum temperature of 360°C, the procedures were carried out at
the “Centro de Desenvolvimento de Tecnologias Quimicas” (CDTEQ) of UEMS located at the Navirai
Unit (LBBTEC/CDTEQ/Navirai).

The ligand and complex solubility test was evaluated by weighing approximately 1.0 mg of each
compound and adding a volume of 2.0 mL of solvent. Distilled water and solvents of different polarities
were used (acetone, acetonitrile, chloroform, dichloromethane, dimethylformamide, dimethylsulfoxide,
ethanol, ethyl ether, hexane, isopropanol, methanol). The procedures were carried out at LBBTEC/
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Figura 1. Chemical structure of lawsone and carbon
numbering.

CDTEQ/Navirai.

The spectra in the infrared region (4,000 to
650 cm- 1) were obtained on a Nicolet iS50
spectrometer, from Thermo Scientific, with an
attenuated reflectance accessory (ATR, Smart
OMNI-Sampler model with spherical Ge crystal)
and DTGS KBr detector, and the following
parameters were used in data collection: resolution
of 4 cm-1, 64 scans, iris opening of 150, automatic
gain, optical speed 0f 0.4747. The procedures were
carried out at LBBTEC/CDTEQ/Navirai.

Electronic spectra in the Ultraviolet and Visible
regions were obtained on a Varian model Cary 50
spectrophotometer, with operations carried out at
LBBTEC/CDTEQ/Navirai. The analyzes were
carried out with a concentration of 2.5 x 10-5 mol
L-1 (ligand and complex) using methanol (HPLC)
as solvent and quartz cells with a capacity of 4.0
mL with a 1.0 cm path length.

The determination of the percentages of
carbon, hydrogen and nitrogen in the complex
was carried out on a Perkin Elmer CHN 2400
elemental analyzer, carried out at the Analytical
Instrumentation Center of the Chemistry Institute
of the University Of Sao Paulo (USP), using the
complex sample properly purified.

Results and discussion

The results obtained where melting point of the
compound was over 360°C, which differs from
that attributed to the free ligand which has a
melting point of 190°C. Solubility test indicated

Transmittance

82 - Lawsone
- Complex

80 1550
100 1000

Wavenumber (cm‘l)

Fig. 2. Comparative vibrational spectrum in the infrared
region between lawsone and complex expanded in the range
of 1700 to 650 cm™.

that the metal complex was better solubilized in
polar solvents, while the lawsone has a greater
solubility range in the various solvents used.

The Infrared vibrational spectroscopy showed
that there were several changes in the stretching
and angular deformation when comparing the
free ligand with the metal complex, indicating that
thecoordination of the metal ion with the lawsone
occurs by the carbonyl oxygen C1 and the phenolic
oxygen C2 (Fig.2).

——— Lawsone

Complex

200 400 600 300

A (nm)

Figura 3. Comparative electronic spectrum of the complex,
using methyl alcohol as solvent at concentrations of 2.5x10-
5 mol L-1, and lawsone spectrum in the same solvent and
concentration.
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Table 1. Experimental and theoretical percentages of carbon
and hydrogen for the [Mg"(Lawsone),] complex.

% %
C ! C H
OmMPIEX  Theoric Experimental =~ Theoric ~ Experimental
Mg"(Lw)]  64.82 63,88 2.72 2,68

Another important change observed was the
disappearance of an intense bandin the spectrum
of the complex at 3175 cm’, whichis apparent
when compared to that in the spectrum of the
“free” ligand.

In the electronic absorption spectroscopy in the
UV- Vis region, there were hypsochromic shifts
observed (Fig. 3) for the 7 = w* transitions of the
aromatic rings and the quinonoid system, as well
as the occurrence of hyperchromism in the n=> x*
from thecarbonyl groups.

The results from the elemental analysis were
appropriate when compared to the theoretical
calculations for the new compound, as it indicates
that the synthesized complex was obtained in 2:1
stoichiometry (ligand/metal), making it possible
to suggest its molecular formula [Mg"(C, H,O,),],
([Mg'"(Lawsone),]) with a molar mass equivalent
to 370.60 g mol'.

Conclusions

Given the results observed, it can be assumed
that the physicochemical, spectroscopic and
elemental analyzes present significant differences
in the values relating to the complex and
lawsone. The samples subjected to the analyzes
demonstrated different melting points, different
solubility in many solvents. In infrared vibrational
spectroscopy, several changesin the stretching and
angular deformation were seen when comparing
the free ligand with the metal complex. In the

electronic absorption spectroscopy in the UV-
Vis region, characteristics of hypsochromism and
hyperchromism were seen. Lastly in elemental
analysis the calculated theoretical values are
similar to those obtained in thetest, confirming the
percentages of carbon and hydrogen of the new
metal complex.
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Introduction

Naphthoquinones are versatile organic compounds, which are part of an important class of natural products
known as quinones, structurally characterized by their presentation as conjugated cyclic dienones, with
isomers being the most common (Castro, et al., 2008). Lapachol is a functional naphthoquinone from
natural sources, which can be easily obtained by extracting a variety of Tabebuia sp. (Bignoniaceae),
commonly known as "ipé", is abundant in Brazil and South America. Lapachol has a variety of biological
activities, such as: anti-cancer cell effect of the esophagus, antibacterial activity, elimination of trypan
(Verma, 2006).

Man began to manipulate and use metals found in nature, such as silver. Researchers believe that
silver was the third metal discovered and used by man, after gold and copper (SOUZA, et. al. 2013).
Silver and its compounds have several applications in medicine. An example is water purification, due
to the antibacterial and antifungal activity of Ag" ions. Sulfadiazine, a silver-derived drug, is widely used
in the treatment of infections in burn patients. This drug is especially effective against Pseudomonas
aeruginosa, a common organism in burn infections (Souza, et. al. 2005). In addition, silver compounds
are used in the coating of catheters, heart valves, and other medical devices to prevent the development of
microbial biofilm (Oliveira, 1974). Therefore, this work describes the study of the biological properties
(antimicrobial and antiproliferative) of the natural ligand lapachol and its metal complex containing the
silver(I) ion.

Methodos
Lapachol Extraction

Lapachol was extracted from ipé sawdust [23]. In a typical procedure, 500 mL of CH,Cl, solution was
added to 100 g of ipé sawdust and kept under stirring and heating (39 °C) for 30 min. Afterward, the
mixture was filtered, and the solution was reduced with a rotary evaporator. The extract was purified by
recrystallization from ethanol and water. Yield: 40% relative to the crude extract; melting point: 139 °C;
IR data (photoacoustic detection, cm™'): 3351 (), 1643 (s), 1662 (s), 1050 (w), 1271 (m), 1593 (m), 2973
(w), 2854 (w), 2912 (w) (Oliveira et. al., 2021).

Synthesis of the Lawsone-Ag(I) Complex

The synthesis of the complex [Ag!(lap)] was performed in 1:1 stoichiometry (lapachol/AgNO3) using
ammonium hydroxide and water as solvents. In the first step, the ligand was solubilized in NH,OH and
the silver salt in H,O, and they were mixed and taken for heating and constant agitation until the total
volatilization of the ammonia. The pH was controlled until it was neutral. It was observed that a dark
red solid was obtained.
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Antimicrobial Activity

The antimicrobial tests followed the procedures
described by Santos et al. (2014). The minimal
inhibitory concentration (MIC) was determined by
broth macrodilution method. Initially, compound
dilutions were performed (organic ligands and
metal complexes) in the solvent with the best
solubility, and nine concentrations were adjusted
by serial dilution 2:1 (1000, 500, 250, 125, 62.5)
and intermediary values obtained (600, 400, 300,
200).

The following inocula were produced using
bacterial colonies with incubation times, not
superior to 24 h, adjusted to the McFarland
standard solution of 0.5 of bacterial turbidity, in
a concentration of 1.5 x 108 CFU/ml (colonies
forming unities for milliliter) and, following, the
concentration of 5 x 105 CFU/ ml with Luria-
Bertani broth. For the determination of the MIC,
an aliquot of 1 ml of each test solution was poured
in each test tube (in the specified concentrations) as
well as 1 ml of the bacterial suspension, except in
the negative control tube. The tubes were incubated
at 35 + 2°C for 20 h, and afterwards the turbidity
(bacterial growth) was evaluated. The MIC was
determined as the lowest concentration of the
compound capable of inhibiting microbial growth.
Negative Control tubes were separated (lower
concentration of the compound and LB broth
without the inoculum); as well as Positive Control
tubes (LB broth and adjusted bacterial growth).
The bioassays were performed in duplicate with
three repetitions for each bacterial strain; upon the
detection of an error or contamination the result
was discarded and the test redone.

The minimal bactericidal concentration (MBC)
was determined by the Petri dish sowing method.
The procedures to determine the MBC were
initiated concomitant with the procedures for the
determination of the MIC. After the incubation
period for the determination of the MIC, an
aliquot of 0.1 ml was retrieved from each test tube,
including the positive and negative (without the
inoculum) control. The inocula were distributed
on the surface of the culture medium in Petri

plates, with the support of a Drigalski spatula.
The plates were incubated at a temperature of 35
+ 2°C for 20 h. After this period the presence of
bacterial colonies was observed in each plate. The
MBC was defined as the lowest concentration of
the compound capable of preventing the microbial
growth in culture medium (formation of bacterial
colonies). The bioassays were performed in
duplicate with three repetitions for each bacterial
strains; once an error or contamination was
detected the result was discarded and the test was
redone.

Antiproliferative Activity

The antiproliferative activity of lapachol and
complex was evaluated against eight human tumor
cell lines (U251 (glioma), MCF-7 (breast tumor
line), NCI-ADR/RES (ovary), 786-0 (kidney),
NCI-H460 (lung), PC-3 (prostate), OVCAR-03
(ovary), HT-29 (colon)) and one non-tumor cell
line (HaCat (keratinocyte)). These cell lines
were cultured in 25 cm’ flasks containing 5 ml of
RPMI 1640 medium supplemented with 5% of
fetal bovine serum (FBS) and 1% of penicillin—
streptomycin (1000 UmL':1000 ug mL!) mixture.
After 24 h incubation in 96-well plates (100
M1 well!), the cell in plate T1 was exposed to the
samples (0.25, 2.5, 25 and 250 pg mL!) in DMSO/
RPMI and incubated at 37 °C under 5% CO, for
48 h, while cells in plate TO were fixed with 50%
trichloroacetic acid solution (TCA, 50 uL well
. The final DMSO concentration (> 0.25%) did
not affect cell viability. Before (TO plate) and 48
h after (T1 plates) the sample addition, the fixed
cells were stained with 0.4% sulforhodamine
B in 1% acetic acid solution (50 pL well!) for
cell proliferation quantification at 540 nm. The
concentration—response curve for each cell line
was plotted and, from these curves, the effective
concentration TGI (concentration that promotes
total growth inhibition) was determined by means
of nonlinear regression analysis using software.
The selectivity index (SI) was calculated by
equation SI=TGI, . /TGl . usingsoftware
(Monks, 1991; Muller, 2012; Oliveria, 2021).
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Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) in ug mL™.

Compounds Eschirichia coli Staphylococcus aures
MIC MBC MIC MBC
Lapachol - - 250.0 1,000.00
Complex 12.5 12.5 25.0 50.0

Results and discussion

As described above, the complex was isolated as
a dark red solid with a yield of 76% (based on the
ligand) and showed the following physicochemical
characteristics: mp = 168 °C, Theoretical CHN for
C,H,0,Ag(MM=349.13 gmol") C=51.59%, H
= 3.74%. Experimental: C = 51.62%, H = 3.68%.
(FTIR, em™) (C-H) 2971; (CH,) 2914; (CH,)
2856; L(C1=0) 1647; (C4=0) 1585; (C=C)
1528; ,(C-0,,,,) 1290; (C-C-O, ) 1232.

The complex has been shown to be significantly
more active than lapachol against the bacteria
tested (Escherichia coli and Staphylococcus
aureus), with much lower MIC and MBC
compared to the free ligand (Table 1); it is more
effective against gram-negative bacteria, for which
it has a minimum inhibitory concentration of 12.5
pug mL'. The activities of both compounds (ligand
and complex) were considered bactericidal, as the
value obtained from the MBC/MIC ratio is equal
or less than 4 (Santos, 2014).

The antitumour in vitro experiments showed
a better performance of the complex compared to
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Figure 1. Profile of the antiproliferative activities of the

lapachol.
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Figure 2. Profile of the antiproliferative activities of the
complex.

the free ligand for all cell lines (Figures 1 and 2):
U251 (glioma), MCF-7 (breast), NCI-ADR/RES
(ovary with multidrug resistance fenotype), 786-
0 (kidney), NCI-H460 (lung), PC-3 (prostate),
OVCAR-03 (ovary) and HT29 (colon). The TGI
values obtained with the complex are much lower
than those of the free ligand, especially for the
ovary (NCI-ADR/RES) and kidney (786-0) lines.

Conclusions

The results of the biological antiproliferative and
antimicrobial activities of the metal complex are
superior to those of the natural ligand, indicating
its potential as a drug.
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Introduction

Silver nanoparticles (AgNPs), due to their attractive properties, such as a strong plasmonic
resonance effect and efficient energy absorption, stand out mainly in biosensing, optoelectronics,
and bactericidal fields. Different synthetic routes, traditional and based on green chemistry, have
been studied, as they allow for modifications that depend on the nanoparticle's size, shape, and
composition. UV-Vis spectroscopy is widely used to study metallic nanoparticle dispersions, mainly
due to the presence of the Localized Surface Plasmonic Resonance (LSPR) effect, which allows
us to correlate the energy involved and understand the phenomena that occur in the particles. The
oscillations confined to the nanoparticle's surface, resulting from the coupling between the valence
electrons of the metal and the electric field of radiation in the visible region — near infrared is
known by the term Localized Surface Plasmon (LSPR). The wavelength and peak intensity of LSPR
strongly depends on the size, morphology, and dielectric properties of the surrounding medium so
that each absorption spectrum will be unique and associated with the nanoparticle's size, shape, and
environment. This work aims to evaluate the LSPR band of AgNPs using the Haiss methodology
(Haiss, 2007) based on semiempirical functions to determine the size of the particles present and
study the light emission behavior of AgNPs.

Materials and methods

Silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized following a bottom-up synthesis approach. So, 0.10
g 0f 99% AgNO3 and one mL of plant extract were mixed at room temperature. After 24 hours, we
visualized a faint color solution, indicating the presence of metal particles.

Particles were characterized using a Varian model Cary 50 UV-visible spectrometer using a
quartz cuvette with a one cm light path. Using a Xenon pulse lamp, we record the emission spectrum
particles on an Agilent Cary Eclipse fluorescence spectrometer. The spectra were recorded by
adjusting the excitation and emission slit width at 5:5 nm.

Results and discussion

The bioactive compounds in the extract promote the reduction of silver ions (Ag+) to metallic
silver. The absorption sample's spectra in the time reaction interval from 24 to 72 hours is
observed in Figure 1, where the plasmonic band's formation is close to 430 nm.

The deconvolution absorption bands allow us to identify the wavelength with a better degree
of accuracy. Table 1 shows the wavelength deconvoluted maximums curves in the spectra in
the reaction interval between 24 - 72 h. As a result, we observe that LSPR shifted to longer
wavelengths as time increased, which is related to the Ostwald ripening process presence on the
particles.

Figure 2 shows the emission spectrum, where two peaks at 483 nm and 536 nm are related to
silver particles.
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Figura 1. Extinction plot as a function of the wavelength of
the AgNPs in the time interval 24h - 72h.

The band at 714 nm is likely associated with
organic species from the organic extract. The
emission maxima of AgNPs can be interpreted

Table 1. Calculated size particles of AgNPSsamples.

Size

Wavelength ASize (nm)Size (nm) (nm)

Lspr (nm) 24h 48h oh
371 23 23

378 29
403 48
408 52

421 62
460 92

484 111 111

500 124

as the radiative recombination of the electron-
hole pair between the valence band and the
conduction band-sp, which is above the Fermi
level which produces emission (Amirjani
2020).

The excitation spectrum at an emission length
of 485 nm, present in the insert of Figure 2,
shows an excitation maximum of 419 nm, which
could be related to radiative recombination
processes in the d-orbital band (Gilmore 2013).

419 422

Emission Intensity (a.u.)

Ay =410 nm

450 50 50 600 60 700 750
) Wavelength (nm)
Figura 2. Silver nanoparticles emission spectrum of 24h

reaction using a410 nm excitation source. Insert the excitation
spectrum with a 485 nm emission source.

Conclusions

Analyzing the LSPR band allowed us to identify
the presence of silver particles. LSPR shifted to
longer wavelengths as time increased, which
is related to the Ostwald ripening process. The
fluorescence in the analyzed samples shows
radiative recombination of the electron-hole
pair of the sp orbitals.
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Introduction

Waste reduction and reuse to minimize environmental impact is a current and crucial issue due to global
warming. Thus, nanostructured systems obtained following Green Chemistry principles appear as a
cleaner option, since using natural extracts from different sources, microorganisms, and other biologi-
cal agents. These alternative synthetic routes to produce silver nanoparticles (AgNPs) show simplicity,
accessibility, and low toxicity.

The chemical composition of these extracts promotes a redox reaction, where they act as reducing
agents and often stabilizers. Modifications in the synthesis parameters allow us to modulate the optical
and physical-chemical properties of the AgNPs formed, allowing applications in the most diverse areas,
such as biosensors and biomedicine.

Surface plasmon resonance (LSPR) refers to the response of conduction electrons located on the
particles of the surface after exposure to electromagnetic fields. When the frequency of the light waves
corresponds to the LSPR frequency, the free electrons produce a collective oscillation around the par-
ticles; with this, the resonance is amplified, generating a characteristic spectrum with the appearance of
an intense band in the extinction spectrum in the visible region.

However, the reaction medium, such as the particle's geometry, can cause shifts in this band. As a
result, this property is used for biosensor applications, where wavelength changes in LSPR intensity allow
detecting and quantifying the presence of biomolecules or other analytes in a sample. The present work
aims to detect and evaluate the characteristic LSPR band shift in silver nanoparticles

and calculate the particle size using semi-empirical methods described in the literature, these numerical
systems were named as I, II and III, elaborated from the Mie theory (AMIRJANI 2020; PALIK 1998).

Materials and methods

Extract from natural sources (latitude: 29° 55' 8" South and longitude: 51° 10" 41" West) and AgNO,,
99% without further purification, was used here. Nanoparticles (AgNPs) were synthesized by adding
two millimeters of the vegetal extract to a solution of 1,0 mol L' of silver nitrate following the report of
Naaz (2018). See Figure 1. A colloidal dispersion was characterized using UV-visible spectrophotometry

Silver lons Vegetal Source AgNPs
\Ag ‘\ L
L

Figure 1. Scheme of synthesis of silver nanoparticles.
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Figura 2. Electronic absorption spectra of AgNPs in the range
of 24h - 72h.

on a Varian Cary 50 UV-visible spectrophotometer
with an optical path of 1 cm (HORVATH, 2009).
We measured each spectra's absorption and the
transmittance mode.

Results and discussion

After the aggregation of the ions silver to the ex-
tracts, a nucleation process started. The bioactive
compounds in the extract promote the reduction of
silver ions to metallic silver, and a further crystal-
lization process is beginning. From the third hour
onwards, a reddish-brown colloidal suspension is

——AgNPS - 24h LSPR
E=—=Fit

EXTINCTION (a.u.)

450 44;0 4(‘50 4é0 560 550 540 5é0
WAVELENGTH (nm)
Figura 3. Deconvoluted electronic spectrum of absorption

of AgNPs referring to 24h of reaction in the interval 410 nm
- 570 nm.

seen on the reaction vial; this color change is a vis-
ible indication of particle formation.

In the electronic absorption spectra sample at
24 hours reaction, a low-intensity band is pres-
ent around 446 nm, attributed to LSPR. In 72h,
this band displaced 497 nm due to the growth
and aggregation process. See Figure 2. Particle
size can be calculated with light scattering (DLS),
and absorption UV-VIS spectroscopy, among oth-
ers. The last one is more affordable and needs a
mathematical analysis of the shape curve bands
to determine the particle’s diameter (HORVATH,
2009; NOBBMANN, 2009).

——AgNPS - 72h LSPR
~——Fif

EXTINCTION (a.u.)

T T T T
350 400 450 500 550 600 650
WAVELENGTH (nm)

Figura 4. The electronic spectrum deconvoluted in the reaction
at 72h in the range of 350 nm - 650 nm.

So experimental curves on the visible interval
can present a wide band. A deconvolution process
performed here shows deconvolution curves. See
Figures 3 and 4.

Tables 1 and 2 show the results of the bands

Table 1. The estimated particle size related to each wavelength
found in a deconvoluted process of the 24h reaction sample.

Wavelength | Size (nm)

A Lspr (nm) | 11 I
371 23

435 65 73 63
454 90 88 75
473 103 89
504 127

IIT CONGRESO PARAGUAYO DE QuimicA PURA Y suS APLICACIONES



Rep. cient. FACEN Vol. 15, Supl. A (Abril 2024) 91

Table 2. The estimated particle size related to each wavelength
found in a deconvoluted process of the 72h reaction sample.

Wavelength | Size (nm)

Arser (nm) | | II 1
377 38 28

421 31 62 54
452 88 86 76
484 112 93
543 157

obtained by the deconvolution process. It is visu-
alized that the bands at 72 hours indicate a longer
wavelength than those at 24 hours, except for the
bands at 421 nm and 452 nm associated with the
transversal plasmon presence. The difference in the
sizes of the two-time reaction samples is related to
the effect of the Ostwald ripening process and dif-
ferent particle aggregation speed processes (MIE,
1908; BURDA, 2005; KELLY, 2003). Finally, the
calculated particle size data show three types of
particle populations on the range of 23 - 160 nm.

Conclusions

We visualize a redshift effect in the shift of LSPR
to longer wavelengths due to the presence of larger
particles in the visible spectral region. We showed
the presence of a transverse plasmon band for up
to three days in the analyzed samples. The deter-
mination of particle size performed by molecular
absorption spectroscopy allows us to compare with
other techniques such as light scattering, and thus
corroborate the results obtained.
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Introduccion

La polianilina (PANI) es un polimero semiconductor orgénico que ha sido ampliamente investigado en
diversas areas de aplicacion, debido al conjunto de propiedades que exhibe. Entre sus caracteristicas, se
destacan el bajo costo, la facilidad de sintesis y procesamiento, la estabilidad quimica, la sensibilidad
eléctrica a temperatura ambiente y, sobre todo, la capacidad de presentar diferentes estados de oxidacion
(Boeva & Sergeyev, 2014).

Para cada estado de oxidacion, la PANI muestra conductividad eléctrica y coloracion distintas, como
por ejemplo, la PANI en el estado base esmeraldina (BE) es aislante y presenta coloracion azul, mientras
que la PANI en el estado sal de esmeraldina (SE) es conductor y presenta coloracion verde. Estos esta-
dos de oxidacion se obtienen al exponer la PANI a soluciones basicas o acidas, respectivamente, y son
reversibles (Boeva & Sergeyev, 2014; Ziaecimoghaddam & Arefinia, 2022).

Con todas estas notables caracteristicas, la PANI se ha convertido en un material altamente prometedor
en el area de dispositivos electronicos organicos, ya que sus propiedades ajustables permiten la variacion
y el control de su conductividad eléctrica de acuerdo con las necesidades especificas de cada aplicacion
(Boeva & Sergeyev, 2014). Sin embargo, es importante destacar que la PANI presenta limitaciones en
términos de resistencia mecanica. Esta caracteristica, sin embargo, abre una gama de posibilidades para
su uso en forma de peliculas delgadas en sustratos variados, es decir, en diferentes formas y materiales,
como el polietileno de alta densidad (PEAD).

Al combinar la PANI y el PEAD, se obtienen peliculas que no solo exhiben propiedades eléctricas,
sino que también poseen una excelente resistencia mecanica (Golin, 2019). En este contexto, es esencial
analizar el comportamiento electromecanico de peliculas de PEAD/PANI, con el fin de comprender
como sus propiedades eléctricas se alteran en respuesta a diferentes niveles de deformacion mecanica.
Sin embargo, también es importante investigar como se comportan cuando estan expuestas a condicio-
nes ambientales adversas, ya que los polimeros son susceptibles a degradaciones quimicas y fisicas (de
Paoli, 2008).

Son numerosos los factores externos que pueden impactar significativamente el rendimiento y la
durabilidad de peliculas poliméricas, como por ejemplo, la temperatura, la humedad, la radiacion solar,
la salinidad, los gases, los liquidos y las impurezas (de Paoli, 2008). Ante esto, es realmente imprescin-
dible que las peliculas y sistemas poliméricos fabricados y estudiados con la finalidad de ser aplicados
en dispositivos electronicos también sean evaluados bajo diferentes condiciones ambientales, para com-
prender sus mecanismos de degradacion, evaluar su potencial de aplicacion y desarrollar estrategias de
preservacion y aumento de su vida util.

En este escenario, el objetivo de este trabajo es fabricar peliculas poliméricas semiconductoras y
flexibles a base de PEAD y PANI SE, con el fin de evaluar su estabilidad fisica y eléctrica bajo diferen-
tes condiciones térmicas y también determinar su viabilidad de aplicacion en dispositivos electronicos
organicos.
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Materiales y métodos

Las peliculas fueron preparadas mediante la polime-
rizacion in situ de la PANI en sustratos de PEAD,
con formato rectangular (1,5 x 3,0 cm), obtenidos
a partir del corte con laser de una hoja de Tyvek®,
un material comercial que presenta una serie de
caracteristicas importantes para las peliculas, como
flexibilidad, ligereza, estabilidad dimensional, re-
sistencia mecanica, resistencia quimica, a la hume-
dad, al desgarro y al envejecimiento, ademas de ser
no inflamable, no téxico y reciclable (DuPont, s.d.).

Posteriormente, algunas peliculas de PEAD/
PANI se dejaron a temperatura ambiente (T =
25°C), mientras que otras fueron sometidas a un
periodo de 24 horas a temperaturas constantes de
30,40y 50°C en una estufa. Utilizando microscopia
opticay espectroscopia de impedancia (V=0,1 Vy
f=0,01 a 1 MHz), se realizaron caracterizaciones
morfologicas de la superficie y caracterizaciones
eléctricas de las peliculas antes y después de los
tratamientos térmicos.

Figura 1. Fotografias de las peliculas de PEAD/PANI a (a)
T .y después de haber sido sometidas durante 24 horas a

aml

temperaturas de (b) 30°C, (c) 40°Cy (d) 50°C.

Resultados y discusion

En la Figura 1, se presentan fotografias que ilustran
las peliculas compuestas por PEAD/PANI, tanto
en temperatura ambiente, sin haber sido sometida
aprocesos de degradacion, como después de haber
sido expuestas a temperaturas de 30, 40 y 50°C
durante un periodo de 24 horas.

En la imagen correspondiente a la Figura 1(a),
es evidente que la pelicula de PEAD/PANI tiene un
color verde, una caracteristica original de la PANI
SE. Por otro lado, en las peliculas mostradas en la
Figura 1(b) y Figura 1(c), que fueron sometidas a 30
y 40°C, se pueden identificar areas con tonalidades
azules, que es una caracteristica de la PANI BE. En
cambio, la pelicula expuesta a 50°C experimento
una reduccion en su tamafio y un cambio notable en
el color, pasando del verde al azul, especialmente
en las areas periféricas.

En la Figura 2 se muestran imagenes obtenidas
mediante microscopia dptica de las peliculas de
PEAD/PANI presentadas en la Figura 1.

A A

Figura 2. Micrografias (20x) de las peliculas de PEAD/PANI

a(a) T vy después de haber sido sometidas durante 24 horas

a temperaturas de (b) 30°C, (c) 40°C y (d) 50°C.

Al analizar las micrografias presentadas en la
Figura 2(b), (¢) y (d), que representan las peliculas
sometidas a tratamientos térmicos, en comparacion
con la micrografia de la Figura 2(a), que muestra
la pelicula sin tratamiento, queda claro que las
peliculas expuestas a 30°C y 40°C mantuvieron
su integridad fisica y morfoldgica, es decir, no
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Figura 3. Graficos de impedancia (a) real e (b) imaginaria
en funcion de la frecuencia de las peliculas de PEAD/PANI

aT vy después de haber sido sometidas durante 24 horas a
temperaturas de 30°C, 40°C y 50°C.

mostraron alteraciones en sus dimensiones ni en su
conformacion. Por otro lado, la pelicula expuesta
a 50°C present6 modificaciones en la morfologia
de las fibras del sustrato debido a la contraccion
de los extremos, lo que resultd en una reduccion
de aproximadamente el 30,8% de su area original.

En la Figura 3, se muestran graficos que ilustran
la variacion de la impedancia real (Z') y la impe-
dancia imaginaria (Z") en funcion de la frecuencia
(f) de oscilacion de la corriente eléctrica. Ambos
graficos representan las peliculas de PEAD/PANI
tanto en temperatura ambiente, como después de
haber sido sometidas a los tratamientos térmicos.

Las curvas de Z' revelan que la impedancia de
las peliculas a diferentes temperaturas, es decir,

T, ., 30°C, 40°C y 50°C, a bajas frecuencias,
presenta valores de 3,2x10°%, 4,4x106, 2,1x10° y
1,4x10% Q, respectivamente. Mientras que las
curvas de Z" indican que las frecuencias criticas
de las peliculas son, respectivamente, 1,5x103,
1,5x104, 2,6x10* y 4,9x10* Hz. Estos resultados
muestran que los tratamientos térmicos propor-
cionaron una mayor resistividad eléctrica a las
peliculas. Sin embargo, sorprendentemente, las
peliculas sometidas a 40 y 50°C mostraron una
menor resistividad en comparacion con la pelicula
sometida a 30°C, contradiciendo la expectativa de
un aumento proporcional de la impedancia con el
aumento de la temperatura.

Conclusiones

A partir de estos resultados, se ha comprobado
que las peliculas de PEAD/PANI, cuando se expo-
nen a temperaturas superiores a la del ambiente,
experimentan alteraciones en sus propiedades.
El analisis colorimétrico realizado a partir de las
fotografias y micrografias de las peliculas ha de-
mostrado que la PANI no mantiene su estabilidad
eléctrica cuando las peliculas se exponen a tem-
peraturas superiores a la temperatura ambiente, un
hallazgo respaldado por los graficos de impedancia
eléctrica. Por otro lado, las peliculas de PEAD/
PANI solo pierden su estabilidad fisica cuando
se exponen a temperaturas cercanas a los 50°C.

En el ambito de la electronica organica, se
puede concluir que las peliculas de PEAD/PANI
tienen potencial para aplicaciones en dispositi-
vos electronicos organicos, siempre y cuando la
temperatura de funcionamiento se mantenga en la
temperatura ambiente (cerca de 25°C), para que
sus funcionalidades y su vida util se conserven
segun lo esperado.
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Introduccion

El agua, un recurso abundante en la Tierra, es principalmente salada o congelada, con solo un 2,5%
de agua dulce y tan solo un 0,6% accesible para el consumo humano (Cortés, 2007; Cortés et al.,
2010; Blanco, 2012). La sobreexplotacion y contaminacion de recursos hidricos son desafios globales,
siendo las industrias los principales contribuyentes. Por lo tanto, es esencial establecer normativas
rigurosas para reducir sus emisiones de aguas residuales (Morales, 2004; Nuiiez, 2006; Catrinescu et
al., 2012; Rodriguez et al., 2013; Wajid et al., 2017). Los microcontaminantes, sustancias quimicas
antropogénicas presentes en concentraciones muy bajas en el entorno, pueden resultar toxicos incluso
en dosis minimas y afectar el equilibrio hormonal de los seres vivos (Virkutyte et al., 2010; Kabir et
al., 2015; Toro et al., 2016). Dado que los tratamientos convencionales de aguas residuales no logran
eliminarlos, se requieren nuevos métodos (Barcelo, 2003; Penalver M., 2020). La adsorcion, un proceso
fisicoquimico importante, implica que una sustancia se adhiere a la superficie de un sé6lido por efectos
elctrocinéticos, los cuales poseen aplicaciones en la industria quimica, el tratamiento de agua y la
agricultura (Atkins, 1991; West, 1956). Este estudio propone evaluar el comportamiento fisicoquimico
de la adsorcidn, utilizando polvo cerdmico aplicado a un microcontaminante, en este caso, el carbaril,
en una fase acuosa, a escala de laboratorio.

Materiales y métodos
Obtencion y Acondicionamiento del Absorbente.

El adsorbente empleado para el ensayo fue obtenido a partir de un material ceramico empleado comn-
mente en la construccion (ladrillo), proveniente de olerias de la ciudad de Tobati (Figura 1). El mismo
fue sometido a un pretratamiento, siguiendo los delineamientos establecidos por (Ferreira Benitez et al.,
2020) hasta la obtencion de un polvo homogéneo.

Caracterizacion elemental del Adsorbente

El analisis de los elementos mayoritarios presentes en el polvo absorbente fue caracterizados a través
de la Técnica de Fluorescencia de Difraccion de Rayos X (XRF), colocando 1 gramo de muestra en el
portamuestra y someterlo a analisis. Los elementos fueron identificados de acuerdo a la energia de exci-
tacion de cada elemento en funcion a su (K .).(En la fluorescencia de rayos X, la linea Ka es una emision
caracteristica cuando un electron transita de la capa L a la K, produciendo un foton de rayos X. Se usa
para identificar elementos quimicos en muestras).

Adsorcion de Carbaril en solucion acuosa.

Para el ensayo, fueron preparadas 100 mL de carbaril (Sigma) a concentraciones de 5y 20 pg/mL (por
triplicado cada solucion) a los cuales fueron adicionados 20 g de adsorbente (polvo ceramico tratado).
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Figura 1. Adsorbente: a) Ceramica pura (sin tratar) b) Polvo de
ceramica (tratado).

Se agitaron por 30 segundos y se dejaron en re-
poso. Fueron colectadas alicuotas de 2mL de las
soluciones sobrenadantes a diferentes tiempos de
exposicion hasta un maximo de 168 horas o en el
momento donde la cantidad de analito remanente
se encuentre constante. Cada una de las soluciones
colectadas fueron filtradas por filtro para jeringa
(nylon 0,45um) inyectadas en un Cromatografo
Liquido acoplado al detector de Diodo (HPLC-
DAD).
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Figura 2. Cromatograma obtenido del carbaril Spg/mL.

Condiciones Cromatograficas de Identificacion
y Analisis

Para el seguimiento de la concentracion rema-
nente de carbaril a cada uno de los tiempos de
muestreo y a cada una de las concentraciones, fue
empleado el tiempo de retencién como parametro
de identificacion (Fig. 2) y el espectro ultravioleta
(Fig. 3) extraido del detector de arreglo de diodos.
Las condiciones cromatograficas fueron: analisis
isocratico Acetonitrilo:Agua desionizada (60:40),
flujo de trabajo de 0,8mL/min, columna Zorbax C18
150mm x Smm x 4um, temperatura de la columna
a 30°C y detector arreglo de diodos trabajando en
modo barrido de 190 - 350 nm y un volumen de
inyeccion de 20 pL.
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Figura 3. Espectro UV obtenido del carbaril Spg/mL

Analisis de Datos

En cuanto a la caracterizacion elemental del ad-
sorbente, fue confeccionado una tabla con los ele-
mentos mayoritarios presentes y el porcentaje de
abundancia de cada uno de ellos y para el porcentaje
de carbaril retenido (absorbido) por el adsorbente
(a partir del area integrada de los picos fundamen-
tales bajo el tiempo de retencion del compuesto), el
mismo fue calculado a partir de area obtenida de la
integracion de los picos a cada uno de los tiempos y
concentraciones ensayadas, siguiendo la ecuacion:

% Adsorcion = %xmo (1)

Donde
e AO= area inicial de carbaril
e An= area del carbaril a cada uno de los
tiempos
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Los resultados obtenidos fueron consignados en una
tabla, con los cuales fueron construidos graficos a
fin de observar el comportamiento del adsorbente
a los diferentes tiempos de muestreo.

Resultados y discusion
Caracterizacion elemental del Adsorbente

Se han identificado cuatro elementos principales:
silicio (81,7%) proveniente de los silicatos, hierro
(10,99%) proveniente de los oxidos ferricos, titanio
(4,56) de los oxidos de titanio, y azufre (2,69) pro-
veniente de los sulfatos (Fig. 4). Estos resultados
poseen cierta correlacion con la coloracion del pol-
vo de ladrillo (naranja palido) caracteristicos con la
composicion elemental de los suelos ferruginosos
de la zona (Salinas, 2014).

Pa-La (Anodo) Ti-
|

Ka |

20000
20000
40000

Figura 4. Espectro Fluorescencia de Rayos X (XRF)-Adsorbente

Adsorcion de Carbaril en solucion acuosa.

Con los datos de area integrados y tomando como
referencia la Ec. 1 para el calculo del porcentaje de
carbaril retenido por el adsorbente, obtenemos los
siguientes valores (Tabla 1):

Porcentaje de Porcentaje de

Tiempo Carbaril Carbaril
(horas) Adsorbido Adsorbido
(Spg/mL) (20pg/mL)
0 0,00 0,00
24 4,22 1,01
120 5,15 1,93
144 5,21 2,91
166 5,14 2,39

Tabla 1. Porcentaje de Carbaril adsorbido (retenido) por el adsorbente
(polvo ceramico).

El comportamiento de las soluciones ensayadas
(5 y 20 pg/mL) con el transcurso del tiempo eviden-
ci6 un leve aumento en el porcentaje de adsorcion

Adsorcion (%)

—— Adsorcion a 5 ug/mL
o —— Adsorcion a 20 ug/mlL

. . . . — —
0 20 4 0 0 100 1D ¥ 160 180
Tiempo (Horas)

Figura 5. Evolucion de la adsorcion de carbaril a dos concentraciones

hasta llegar al punto que los mismos permanecieron
casi constante (Fig. 5).

Esto se debid a que la molécula saturo el adsor-
bente, suponiendo la generacion de una monocapa
de carbaril sobre el solido adsorbente, impidiendo
que las moléculas de carbaril puedan formar mul-
ticapas (Laidler & Meiser, 2003).

Ademas, se pudo constatar que, al aumentar la
concentracion, disminuye el porcentaje de adsor-
cion con el trascurso del tiempo, ya que los mismos
saturan a tiempos mas bajos en el lapso de estudio,
considerando el adsorbente empleado. (Laidler &
Meiser, 2003)

Conclusiones

Mediante este trabajo se identifico el comporta-
miento fisicoquimico del carbaril ante un adsor-
bente ceramico (polvo de ladrillo) caracterizado
por XRF, el cual correspondio a un isoterma de
Freundlich. Se recomienda ampliar este trabajo,
aumentando la cantidad de adsorbente empleado o
bien emplear polvos de cerdmicos provenientes de
otras localidades.
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Introduccion

La leishmaniasis se presenta como un problema de salud publica significativo, con un aumento
considerable afio tras afio, que oscila entre el 15% y el 20% (Ministerio de Salud Publica y Bienestar
Social, 2023). Por lo que se ha impulsado la busqueda y desarrollo de nuevas moléculas como
posibles tratamientos eficaces, teniendo como blanco proteico para el desarrollo farmacoldgico a
la tripanotiona reductasa (Gayozo & Rojas, 2020). La apigenina, es una flavona aglicona que se
encuentra presente entre los fitoconstituyentes en varias especies vegetales, una de estas especies es
la Moringa oleifera (Moringa), la cual ha demostrado potenciales actividades leishmanicidas (Kaur
et al., 2014) y que en un reciente estudio se ha registrado de que demuestra afinidades de unién al
sitio catalitico de la tripanotiona reductasa de la Leishmania infantum (Fernandez & Gayozo, 2023,
In Prep.). En el presente estudio se evalud y se disefiaron derivados bioisosteros de la apigenina
para su estudio como posible inhibidor de la actividad enzimatica de la tripanotiona reductasa
de la Leishmania infantum y la toxicidad de las mismas mediante herramientas computacionales
(Meanwell, 2011).

Materiales y métodos

Las estructuras de la apigenina y de la tripanotiona reductasa se obtuvieron de las bases de datos Protein
Data Bank (PDB) y PubChem (Kim et al., 2016).

Posteriormente, se procedio a realizar el disefio de 30 derivados bioisdsteros de la molécula de
apigenina mediante herramientas QSAR (Relacion Cuantitativa de Actividad-Estructura) empleando
para ello el programa MolOpt (Shan & Ji, 2020), realizando reemplazos de grupos funcionales. Se
procedio a evaluar la afinidad de interaccion de las moléculas de la tripanotiona (sustrato), la apigenina
y sus derivados mediante ensayos de acoplamiento molecular y las propiedades farmacocinéticas y
toxicas, para ello se emplearon los programas AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010) y Chimera 1.17
(Pettersen et al., 2004). Los datos obtenidos fueron analizados mediante el test de Kruskal-Wallis y la
prueba post-hoc de Dunn, con 5% de nivel de significancia, para ello se utiliz6 el programa Past 4.13
(Hammer et al, 2001).

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos revelaron valores de energia libre de union significativamente favorable
(P<0,05) en cuanto a la unién de los bioisoésteros diseniados y el sitio catalitico de la enzima del parasito,
en comparacion a lo obtenido con el sustrato (Gayozo & Rojas, 2020).

Entre los 30 compuestos bioisdsteros lo que demostraron afinidades de interaccion significativamente
(P<0,05) favorables en comparacion a la tripanotiona y la apigenina fueron los compuestos diseniados
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Figura 1. Analisis de las pruebas de acoplamiento molecular
con bioisosteros con afinidades favorables al sitio catalitico
de la tripanotiona reductasa (TR). APG: Apigenina, APGD1:
Bioisoterol, APGD2: Bioisostero2. *P<0,05.

APGD2

APGD1 y APGD2 (Fig. 1).

En los complejos formados entre la
enzima tripanotiona reductasa del parasito L.
infantum y la apigenina, APGD1 y APGD2,
se identificaron y registraron principalmente
la formacion de puentes de hidrogeno e
interacciones hidrofobica (Fig. 2). En ambos
compuestos APG1 y APG2 no se detectaron
actividades toxicas. Ademas, las predicciones
realizadas demostraron una alta absorcion
gastrointestinal.

Figura 2. Vista 2D del acoplamiento molecular de la
apigenina (amarillo), APGD1 (verde) y APGD2 (rosa) al sitio
catalitico de la tripanotiona reductasa.

Conclusiones

Los datos obtenidos revelan que de entre las 30
moléculas disefiadas como derivados bioisosteros
disefiados a partir de la estructura quimica de la
apigenina, solo la APGD1 y APGD2 demuestran
afinidades de interaccion significativamente
favorables al sitio catalitico de la enzima de L.
infantum. Estos bioisosteros podrian ofrecer
ventajas en cuanto a su interaccion con la enzima
del parasito, asi como ventajas en sus posibles

propiedades farmacocinéticas y tdxicas, en

comparacion al sustrato y a la apigenina.
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Introduccion

Las nucleolinas son proteinas involucradas en varios procesos carcinogénicos como en la proliferacion y
crecimiento celular, la migracion celular durante el proceso de metastasis, demostrandose sobreexpresada
y localizandose de manera abundante en el citoplasma y en la superficie celular. Debido a la importancia
que representa la proteina, varios investigadores proponen a la nucleolina como un blanco molecular
para la busqueda y desarrollo de nuevos compuestos con potenciales usos en terapias anticancerigenas
(Tajrishi et al., 2011; Berger et al., 2015; Chen & Xu, 2016).

Varios compuestos naturales evidenciaron potenciales usos en las terapias anticancerigenas, y muchas
de ellas se han reportado como inhibidoras de las nucleolinas (Watanabe et al., 2010; Wang et al., 2018).
En este punto, se ha reportado también que el Harpagdsido, un iridoide glicosido, presenta actividades
antimutagénicas y que actua principalmente afectando la proliferacion celular (Manon et al., 2015).

Uno de los métodos mas empleados en la actualidad para la biisqueda y disefio de posibles farmacos
son las herramientas computacionales, entre las que se destacan el acoplamiento molecular para determi-
nar afinidades entre receptores y ligandos, el disefio de bioisosteros mediante modelos QSAR (Relacion
Cuantitativa de Estructura-Actividad), asi como también el reporte de posibles rutas de retrosintesis/
sintesis (Devereux & Popelier, 2010).

Sin embargo, se desconoce si podrian actuar inhibiendo a las nucleolinas. Por ello, el objetivo principal
de esta investigacion fue disefar y evaluar al harpagoésido y sus derivados bioisdsteros como potenciales
inhibidores de las nucleolinas mediante el empleo de herramientas computacionales.

Materiales y métodos

Se procedi6 a realizar el disefio computacional de 14 derivados bioisosteros del harpagosido, para ello
se emplearon modelos QSAR en el programa SwissBioisostere (Wirth et al., 2013; Cuozzo et al., 2022).

Las simulaciones computacionales de acoplamiento molecular se llevaron a cabo entre el dominio
activo de la nucleolina (dominio RBD), el harpagdsido y sus derivados bioisoésteros disefiados, como
control del ensayo se emple6 a la oridonina y al curcumol, los cuales son inhibidores conocidos de las
nucleolinas (Wang et al., 2018). Las condiciones de las simulaciones computacionales empleadas en este
estudio fueron descritas por Giménez et al. (2022), y por Gayozo & Rojas (2023), y se estimaron los
valores de energia libre de Gibbs de union (AG) y constante de disociacion (K, ).

También se realizaron el disefio computacional de propuestas de retrosintesis/sintesis de los bioiosteros
disenados que demostraron mayor afinidad de interaccioén con el dominio RBD de las nucleolinas, para
ello se utilizaron modelos de aprendizaje de maquina (machine learning) (Struble et al., 2020).

Resultados y discusion
Las pruebas de acoplamiento molecular revelan que el compuesto Harpagdsido presenta valores de ener-
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Tabla 1. Energia libre de unioén (AG) y constante de disociacion (K

miento molecular.

105

) y eficacia del ligando (EL) en las pruebas de acopla-

dcalc

Compuestos AG union (kcal.mol?)  Kyeue (M) fll(léal.mol" atom.pes.)
Curcumolt -7,0 1,16E™® 0,41
Oridoninat -8,6 8,64E % 0,33
Harpagosido -9,0 451E" 0,26
HMD1 -8,5 1,02E% 0,26
HMD?2 -8,7 7,357 0,26
HMD?3 -8,7 7,35E"7 0,26
HMD4 -7.9 2,69E%° 0,24
HMD5 -7.8 3,17E% 0,26
HMD6 29,7 1,457 0,27
HMD7 7.4 6,06E° 0,21
HMDS 27,7 3,72E% 0,25
HMD9 9.4 2,36E"7 0,26
HMD10 9,2 3,26E"7 0,26
HMDI11 -84 1,20E% 0,23
HMDI12 -82 1,65E% 0,23
HMD13 9.2 3,26E"7 0,26
HMD14 -8.2 1,65E% 0,26

gia libre de union semejantes a lo detectado con la
oridonina y el curcumol (Tabla 1).

Entre los derivados bioisosteros disefiados
los que presentaron resultados mas favorables de
energia de unioén fueron HMD6, HMD9, HMD10
y HMD13, en comparacion a lo registrado con el
Harpagdsido y los controles (Tabla 1).

Entre estos derivados disefiados el que demostrd
energias de uniéon mas favorables fue el HMD6

A B.

o

el cual evidencio valores de -9,7 kcal.mol!. El
derivado HMD9 demostro valores de energia de
union de -9,4 kcal.mol!. A su vez los derivados
HMD10 y HMDI11 revelaron valores de energia
de -9,2 kcal.mol!.

Entre los residuos activos encontrados en las
interacciones fueron Phell, Asnl14, Lys49, Glu80,
Pro82, Lys83, Gly84, Lys85, Asp86, Lys88,
Lys89, Asp92, Ala93, Lys99, Asnl100, Lys130,

C.
®
‘o

Interactions

[ van der waals B r-sigma

- ConventionalHydrogenBond [l m-r T-Shaped

- Carbon Hydrogen Bond D n-Alkyl
[ - Stacked 7] n-cation
[ Ayl I clash aceptor-

donor

Figura 1. Representaciones bidimensionales de las interacciones. A. Harpagdsido. B. HMD6. C. HMD9. D. HMD10. E. HMD13.
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Figura 2. Diseflo computacional de retrosintesis/sintesis de derivados bioisosteros disefiados.
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Gly131, lle132, Glul44, Tyr163, Tyr164, Thr165,
Glul67, Prol68, Lys169, con las cuales formaron
interacciones de puentes de hidrogeno, uniones
de carbono-hidrogeno, apilamiento entre orbitales
Pi-Pi, interacciones entre orbitales Pi en forma de
T, interacciones entre cadenas de alquilo, uniones
entre orbitales Pi y Sigma, orbitales Pi y grupos
alquilo, orbitales Pi y cationes (Fig. 1).

En cuanto a sus propiedades farmacocinéticas y
toxicas no se evidenciaron cambios en comparacion
con el Harpagodsido, sin embargo, mejoraron las
afinidades de interaccion a la proteina target.

También se propusieron las siguientes reaccio-
nes como posibles mecanismos de retrosintesis de
los derivados bioisosteros (Fig. 2).

Conclusiones

Los resultados obtenidos revelan al Harpagosido
como potencial inhibidor de las actividades de las
nucleolinas, sin embargo, de entre los derivados
bioisosteros disefiados evidenciaron también a los
compuestos HMD6, HMD9, HMD10 y HMD13
como potenciales inhibidores de las nucleolinas, los
cuales demostraron mayores afinidades de union.
Para lo cual estos compuestos presentaron aptitudes
para su estudio in vitro € in vivo en proyecciones
futuras.
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Introduccion

El Thiamethoxam es un insecticida perteneciente a laclase de los neonicotinoides, una familia de
compuestos quimicos que actiian como agonistas de los receptores de acetilcolina en el sistema nervioso
de los insectos (Matsuda et al., 2020). El Thiamethoxam actiia bloqueando la funcién de los canales
i6nicos y causan la despolarizacionprolongada de las células nerviosas. Esto finalmente conlleva a una
paralisis y a la muerte del insecto (Thany, 2023).

Este insecticida puede ser absorbido por humanos de forma accidental, por ingesta de alimentos
contaminados, aguas contaminadas y exposicion ocupacional en la aplicacion (Li et al, 2023).

La mala gestion quimica y almacenamientoinadecuado también son posibles medios de exposicion.
Por ello es que este insecticida puede representar un riesgo para la salud (Berens et al., 2021). Sin
embargo, se conoce de manera escasa, la biotransformacién que sufre el compuesto en seres humanos,
ni la toxicidad de los metabolitos generados, principalmente asociados a el metabolismo de Fase I es la
primera etapa de labiotransformacién de sustancias en el cuerpo, donde se modifican quimicamente para
facilitar su eliminacion o activacion, principalmente regulada por el grupo de las diferentes isoformas
del citocromoP450 y el metabolismo de Fase II es la etapa de biotransformacion en la que las sustancias
quimicas se conjugan con otras moléculas para facilitar sueliminacion del cuerpo, haciendo que sean
mas solubles en agua y menos toxicas asociadas principalmente a sustancias quimicas se unen a grupos
funcionales especificos, como el glucuronido,el sulfato o el glutation (Iyanagi, 2007).

Para ello, se propuso como objetivo principal de esta investigacion evaluar la toxicidad del
Thiamethoxam y sus metabolitos por medio de herramientas computacionales y quimioinformaticas
(Kleinstreueret al., 2020). El estudio busca conocer la toxicodindmica y toxicocinética del Thiamethoxam
ysus metabolitos, para una mayor comprension delimpacto este insecticida en la salud de los seres
humanos, de uso cotidiano.

Materiales y métodos

La obtencion de las estructuras del Thiamethoxam y sus metabolitos se obtuvieron de la base de datos
de Pubchem (Wang et al, 2012).

Las simulaciones del proceso de biotransformaciondel Thiamethoxam por metabolismo de fase I
y fasell, se llevaron empleando el método QSAR, para ellose empleo el software Biotransoformer 3.0
(Wishartet al, 2022). La prediccion de las reaccionesmetabolicas mas probables que de la molécula
deThiamethoxam y sus metabolitos, se utilizd elprograma Reactive Atom (Rudik et al., 2016) que se
basan en utilizacion de descriptores de vecindarios deatomos multinivel etiquetados para la designacion
de atomos que reaccionan, aplicando un algoritmo detipo bayesiano para estimar las relaciones
estructura-actividad y Xenosite (Matlock et al, 2015), que sebasa en un modelo de aprendizaje de
maquinaaplicado en un red neuronal que utiliza la informacionQ-SAR para la prediccidén de atomos en
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la moléculadonde la reaccion quimica se llevara
a cabo (SOM). El calculo de las probabilidades
de actividad e inactividad se llevaron a cabo
mediante la siguienteecuacion:
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Thiamethoxam, se realizo mediante método QSAR
dela herramienta ADMETSar (Yang et al., 2019).

Resultados y discusion

El analisis del metabolismo del Thiamethoxam,
demostr6 que el mismo es capaz de
biotransformarse en 15 metabolitos distintos en
las reacciones de fase Iy un metabolito durante el
metabolismo de fase II (Fig. 1).

Es importe destacar que 14 metabolitos
presentaron  probabilidades de  presentar
actividades mutagénicas y carcinogénicas, con
una probabilidad mayor al 50%. Asi también,
el mismo Thiamethoxam también presentd una
probabilidad de actividad mutagénica del 73% y
una probabilidad de actividad carcinogénica del

AP=Pa—Pi(1)

Donde:

Pa: Probabilidad de actividad.

Pi: Probabilidad de inactividad.
Se predijo parametros como Ila absorcion,
distribuciéon, metabolismo y eliminacion de
estos compuestos toxicos, que corresponde a los
parametros toxicocinéticos del Thiamethoxam y
susmetabolitos, lo cual se realiz6é por medio de la
utilizacion de los algoritmos ESOL, Ali y Silicos-
ITde la herramienta SwissADME (Daina, et al.,
2017). La prediccion de la toxicodinamica del
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Figura 1. Biotransformacion del Thiamethoxam en metabolismo de fase [ y II de seres humanos. Se indica con laprobabilidad
de las predicciones con una “P”.
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66%. Kalra (2007) y Ma et al. (2006), declaran que
entre las isoformas del citocromo P450 que forman
partedelmetabolismo de fase I en son la citocromo
CYP 1A2,la cual se relaciona con el metabolismo
de compuestos presentes en alimentos y tabaco,
asi como con la activacion de carcinogenos, la
citocromo CYP 2A6 principalmente involucrado
en el metabolismo de la nicotina, la citocromo
CYP 3A4 y 2A8 participan en el metabolismo
de una amplia gama de farmacos, la citocromo
P450 2E1 se encargadel metabolismo de alcohol,
solventes y ciertos carcindgenos, el citocromo
CYP 2C8 desempefia un papel clave en el
procesamiento de farmacos para tratar diferentes
afecciones cardiovasculares. La Thiamethoxam y
sus metabolitos al ser sustratos de estas enzimas,
podrian ser considerados de alto riesgo.
Enelcasodelmetabolismode fasell, se encontro
unasola reaccion, que esta relacionada con la UDP-
glucuronosiltransferasa, cuyo producto presenta
una probabilidad del 60% de actividad mutagénica
y 58%de actividad carcinogénica. Las reacciones

inestable

apP

oxigenacion

0.0

Conjugacion
UGT

0.178
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metabolicas mas probables de este compuesto, se
encuentra detallada en la Fig. 2. Las predicciones
de la toxicodindmica del Thiamethoxam,
evidencia que el compuesto demuestra un perfil
complejo de interacciones con transportadores,
como OATPIB1, OATPIB3, MATEI, OCT2,
BSEPy glicoproteina P,lo que sugiere un potencial
efecto sobre la absorcion y eliminacion de otras
sustancias. La doble naturaleza como sustrato de
CYP3A4 y CYP2C9, pero tambiéncomo inhibidor
de estas enzimas, apunta a un posiblepapel en la
modulacion del metabolismo de farmacos.

Conclusiones

Estos hallazgos computacionales demuestran que
tanto el Thiamethoxam, como sus metabolitos
productosdelabiotransformacionpodrianpresentar
un riesgo para la salud por su consumo accidental
a través de alimentos o aguas contaminadas.
Las simulaciones computacionales revelaron
resultados significativos de toxicocinética y

toxicodinamica de estos compuestos.

= Metabolismo de Fase |

= Metabolismo de Fase ||

~
@o."
Ces
<
%

0.026

AP =

Figura 2. Sitio de metabolismo mas probables del Thiamethoxam, en el metabolismo de fase
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Introduccion

El virus de la bursitis infecciosa (IBDV) es el principal agente causal de la enfermedad de Gumboro
que afecta a aves jovenes con graves consecuencias econdmicas debido a su alta morbilidad (100%) y
mortalidad del 20-30% (Sharma et al., 2000). Afectatanto a pollos de engorde como a gallinas ponedoras,
siendo la vacunacion su principal proteccion, sin embargo, ofrecen una baja proteccion debido a cambios
mutacionales en el virus (Berg, 2000).

Actualmente las investigaciones se centran en el desarrollo de nuevos antivirales, empleando para
ello herramientas computacionales y bioinformdticas para optimizar recursos y diseflar compuestos
antivirales (Poroikov, 2020).

La Giberelina Al es un terpenoide, que corresponde al grupo de las fitohormonas que regulan en
crecimiento y desarrollo de las plantas, que podrian presentar actividades biologicas (Ludwiczuk et al,
2017).

En investigaciones anteriores se ha reportado que la Giberelina A1 presenta afinidades de interaccion
con la region catalitica de la VP1 del IBDV, demostrando aptitudes farmacoldgicas y farmacocinéticas
como potencial de inhibidor de las actividades enzimaticas de esta enzima (Arce y Gayozo, 2023, In
Prep).

El trabajo posee los siguientes dos objetivos:

a) Evaluary disefiar derivados bioisdsteros de la Giberelina A1 como potenciales inhibidores
de la proteina VP1 del IBDV mediante herramientas quimioinformaticas.

b) Optimizar bioisésteros que podrian interactuar con el sitio catalitico de la VP1 generando
informacion acerca de su posible mecanismo accion y sintesis.

Materiales y métodos

La busqueda de sitios farmacoforicos o de union a posibles ligando en la region catalitica de la VP1 se
llevo a cabo mediante la herramienta informatica DoGSiteScorer consistente en la deteccion de posibles
sitios activos en proteinas (Volkamer et al, 2010). La caracterizacion del sitio identificado se realizo
mediante la estimacion del puntaje farmacoforico, determinacion de grupos funcionales y composicion
de residuos dicha region (Volkamer et al, 2012). El disefio de los derivados bioisosteros se llevo a cabo
mediante el programa MolOpt (Shan y Ji, 2020).

El cribado virtual se llevé a cabo utilizando una grilla de acoplamiento de 21x25x18 A3 en la que
se incluye al sitio drogable de la region catalitica de la VP1, para ello utilizé el programa Avogadro 1.2
(Hanwell et al, 2012) y AutoDock Vina (Trott y Olson, 2010).

Se seleccionaron como derivados candidatos aquellos bioisosteros que demostraron valores de energia
libre de unién (AG) menores a los obtenidos en comparacion con los controles (Arce y Gayozo, 2023,
In Prep; Gayozo et al, 2022). También se procedieron a determinar las propiedades farmacocinéticas y
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Tabla 1. Resultados obtenidos en las simulaciones

computacionales.

Compuesto  Coédigo SMILE AG (kecal/mol)
CCl12Cc(ccc3(cic(c

. . 45C3CCC(C4

Giberelina A1 -7.3
NC(E=C)C5)0)C(=0)
0)0C2=0)0O

CI=NC(=C2C(=N1)
N(C=N2)C3C(
C(C(03)COP(=0)(0)-7,3
OP(=0)(0)0
P(=0)(0)0)0)O)N
C1=CN(C(=O)N=C1
N)C2C=C(C(C
20)0)COP(=0)(0)O -6,8
P(=0)(0)OP(=

0)(0)0
C1=NC2=C(N1C3C(
C(C(03)COP(
=0)(0)OP(=0)(0)OP -7,0
(=0)(0)0)0O)
O)N=C(NC2=0)N
C1=CN(C(=O)NC1=
0)C2C(C(C(O
2)COP(=0)(0)OP(=0-7,3
NO)OP(=0)(
0)0)0)0
C=C1CC23CCI1(C(F)
(F)F)CCC2C1
2CCC(O)C(CYC(=0)
01)C2C3C(=0)0
C=C1CC23CCI(NCI1
4CC5CC(CC(
C5)C1)C4)CCC2C12
CCC(O)C(C)( i
C(=0)01)C2C3C(=0
YO
C=C1CC23CC1(0)C
CC2C12CCC(
NC45CC6CC(CC(C6)
C4)C5)C(C)( )
C(=0)01)C2C3C(=0
YO
C=C1CC23CC1(0)C
CC2C12CCC(
0)C(C4C5CC6CC(C5-8,3
YCC4C6)(C(=
0)01)C2C3C(=0)0

rATP *

rCTP *

rGTP *

rUTP *

AEG1009 7,8

AEG1085 7.8

AEG2085

7,8

AEG3066

farmacologicas de los compuestos seleccionados.
Los valores de energia libre de uniéon obtenidos
en las simulaciones de acoplamiento molecular
fueron analizados mediante el test de Kruskal-
Wallis y la prueba post-hoc de Dunn (Pvalor<0,05
de nivel de significancia), para ello se emple6 el
programa Past 4.11 (Hammer et al, 2001).

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos en las pruebas del cribado
molecular demostraron que los bioisosteros
AEG1009, AEG1085, AEG2085 y AEG3066
(Fig. 1 presentaron valores de energia libre de
union semejantes a los de los controles y al de la
GiberelinaAl (Tabla 1).

AEG1009 AEG1085

Giberelina A1

AEG2085

AEG3066

I Modificaciones realizadas para obtencién de los derivados bioisésteros

Figura 1. Representacion bidimensional de estructuras de los
bioisosteros y la Giberelina Al.

Sin embargo, de entre estos fue el compuesto
AEG3066, el que demostro valores de energia
de union significativamente (P<0,05) favorables
(AG:-8,28+0,04 kcal/mol) al sitio catalitico de la
VPI.

Los residuos Arg335, Asp402, Glu421, Argl75
y Asn366 de la VP1 se encontraban participando
activamente en la formacion del complejo
AEG3066-VP1, los cuales también cumplen roles
importantes en la actividad catalitica (Garriga et al,
2007) (Fig. 2).

Es importante también destacar que las
predicciones sugieren que la molécula AEG3066
presenta un alto perfil de absorcion gastrointestinal,
y no demuestra ser potenciales inhibidores de
isoformas del citocromo P450.

La utilizacion de terpenoides de baja toxicidad
y de bajo riesgo como potenciales antivirales
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AG"=-T7,28 + 0,06 kcal/mol
Kiea= 8,62+ 0,99 uM

Giberelina A1

A
1
&

3
& wilina

-éGiberelina Al

AG"=-8,28 £ 0,04 kcal/mol
Kgea=1,73£ 0,12 pM

M
¥

IAEG3066
{

Figura 2. Representacion grafica del acoplamiento entre laGiberelina A1 y la molécula AEG3066.

es una de lasaplicaciones e investigaciones mas
exploradas en las ultimas décadas, los cuales son
utilizados para combatir diferentes tipos de virus
que afectan a sereshumanos y animales (Yang et
al. 2020; Jumaa et al. 2021).

Segun Amal Gaber y colaboradores (2014)
los terpenos tienen la capacidad de interrumpir la
adhesion del virus a la superficie de las membranas
celulares del hospedero, asi como inhibir la
replicacion del genoma viral.

También Yang y colaboradores (2015)
empleando moléculas de terpenoides aisladas
han demostrado que son capaces de inhibir la
replicacion viral, impiden la sintesis de proteinas
virales e inhiben la expresion de genes virales.

Otros trabajos como el de Chukwuma y
colaboradores (2017) reportaron la capacidad que
presentan los terpenoides de inhibir la replicacion
de virus de interés veterinario, entre ellos el virus
de la bursitis infecciosa, resaltando la importancia
de estos compuestos naturales para combatir el
avance del virus de la bursitis infecciosa causante

la enfermedaddel Gumboro.

Conclusiones

Estos hallazgos sugieren al bioisostero AEG3066
como potencial inhibidor de la proteina VPI,
debido a sus afinidades de union al sitio catalitico
de la enzima, ademas de demostrar aptitudes
farmacologicas y farmacocinéticas, por lo que
este derivado de terpenoide puede ser considerado
como compuesto candidato para estudios in vitro
e in vivo.
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Adulterantes utilizados en muestras de cocaina incautada durante el periodo 2017-2020 en
distintos puntos del territorio paraguayo
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Introduccion

La Direccion Forense Especializada de la Secretaria Nacional Antidrogas - DFE SENAD es el laboratorio
de referencia a nivel pais, encargado de realizar analisis en muestras de drogas ilicitas incautadas,
colaborando con el Ministerio Publico. Los resultados de analisis realizados son utilizados como prueba
ante los administradores judiciales y, desde el punto de vista toxicologico, en determinar la pureza de la
cocaina. El poder adictivo de la cocaina es un problema de salud publica a nivel global, es la droga ilegal
mas consumida después de la marihuana(Moscoso et al., 2015). El alcaloide genera una dependencia
fisicay psicoldgica grave (UNODC, 2012). Por otro lado, una preocupacion no menor son los adulterantes
mezclados con la cocaina utilizados para aumentar su volumen para el trafico o bien, para potenciar el
efecto psicoactivo de la misma (Ruiz, 2015). En los Gltimos afios, segun el Observatorio Paraguayo de
Drogas - OPD SENAD, en Paraguay las incautaciones de esta droga han ido oscilando, en el afio 2017
la mayor incautacion alcanzo 1,3 toneladas de cocaina aproximadamente, durante 2018 se tuvo un leve
descenso alcanzando 0,77 toneladas, en el afio 2019 aumento a 4,3 toneladas y en el afio 2020 ha llegd a
2,4 toneladas. El objetivo de este trabajo fue determinar los distintos adulterantes presentes en muestras
de cocaina clorhidrato y pasta base de cocaina, depositadas en el laboratorio forense, incautadas por la
Secretaria Nacional Antidrogas-SENAD, en el periodo 2017-2020.

Materiales y métodos

En el periodo de trabajo fueron analizadas 3.076 muestras de cocaina en el laboratorio forense de la
SENAD, las mismas correspondieron a mas de 1000 causas dentro del sistema judicial paraguayo. Diez
(10) miligramos de cada muestra analizada fue disuelta en diez (10) mililitros de cloroformo/metanol
(1:1), con patrén interno Docosano (0,5mg/ml). La solucion fue homogenizada y fue llevada a bafio
ultrasénico por 15 minutos, posteriormente fue filtrado con papel de filtro cualitativo y traspasadas a
vial de cromatografia de 2 ml. Los procedimientos fueron realizados segin las recomendaciones de
la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito — UNODC. Fue preparada una curva de
calibracién de clorhidrato de cocaina en cloroformo/metanol (1:1), con patrén interno Docosano(0,5
mg/ml). Se determind la concentracion en unidades de porcentaje mediante Cromatografia Gaseosa con
Detector de lonizacion de Llama (GC-FID) marca Agilent Technologies, modelo 6890N con columna
modelo 19091J-413 HP-5 (5% fenilmetil siloxano 30m x 0.32mm x 0.25um). El inyector fue utilizado
en modo split 2:1 con un volumen de inyeccién de 1 pl a una temperatura de 150 °C. Fue empleado
aire sintético como gas portador a un flujo constante de 0,9 ml/min. El horno fue programado a una
temperatura inicial de 250°C por 3 minutos y con rampa 10 temperatura de 270 °C a una velocidad de
10°C/min, con un tiempo de corrida de 7 minutos.

Resultados y discusion

Del total de muestras analizadas en el periodo 2017-2020, 57% correspondieron a cocaina base y e1 42% a
clorhidrato de cocaina. Se identificaron un total de 8 tipos de adulterantes mezclados con cocaina, siendo
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2017 2018 2019

Anos de estudio

2020

» Adulterante Positivo

Figura 1. Porcentaje de adulterantes en cocaina por ailo
estudiado.

de mayor frecuencia de aparicion fenacetina,
levamisol, lidocaina y cafeina respectivamente. El
adulterante predominante en muestras de pasta base
de cocaina fue la fenacetina, hallazgo congruente a
lo emitido por la Comision Interamericana de para
el Control de Abuso de Drogas y la Organizacion
de los Estados Americanos ((CICAD/OEA ),
2019) en muestras provenientes de Brasil, Chile y
Uruguay. Por otro lado, en clorhidrato de cocaina
se destaco el levamisol, mismo adulterante hallado
por Martello et al. (2017) en la misma matriz. En
este estudio se pudo apreciar que algunas muestras
analizadas  presentaban combinaciones de
adulterantes como cafeina/fenacetina/lidocaina;
cafeina/fenacetina; cafeina/levamisol/lidocaina;
benzocaina/levamisol/cafeina; fenacetina/
lidocaina; levamisol/lidocaina; cafeina/lidocaina;
paracetamol/fenacetina; tetracaina/cafeina;
aminopirina/fenacetina; imidazol/cafeina. La

Tabla 1. Caracteristicas del tipo de muestras de clorhidrato de
cocaina y pasta base de cocaina.

Caracteristi  Clorhidrato de Pasta base
cas cocaina de cocaina
Presentacion  Polvo Piedritas
Color Blanco Amarillo

pH Acido Basico
Administraci  Inhalacion, Fumable

on inyectable

B Aminopirina

m Benzocaina

m Cafeina
Fenacetina

H Imidazol

m Levamisol

mLidocaina

m Paracetamol

Figura 2. Cantidad de muestras con adulterantes en
clorhidrato de cocaina en el periodo 2017-2020.

fenacetina es una sustancia no controlada por ley
en el territorio nacional (Ley 1340, 1988), factor
que posibilita su utilizacién como adulterante de
cocaina. Por otra parte, la lidocaina y levamisol
estd en la lista III de productos quimicos de control
Nacional por (Decreto 5282, 2021). La figura 1
resume el porcentaje de adulterantes reportado en
muestras analizadas en el periodo 2017-2020.

El adulterante mas utilizado en la cocaina
clorhidrato fue levamisol y en pasta base fue
fenacetina. En menores proporciones, tanto en
cocaina clorhidrato y en pasta base se hallaron
lidocaina, cafeina, benzocaina, aminopirina,
paracetamol e imidazol. La fenacetina es un
analgésico antifebril retirado del mercado de
farmacos por sus propiedades cancerigenas y su
alta toxicidad a nivel renal (Mohr et al., 2021). La
razén del agregado de la fenacetina a la cocaina

H Aminopirina

m Benzocaina

m Cafeina
Fenacetina

® Imidazol

m Levamisol

m Lidocaina

m Paracetamol

Figura 3. Cantidad de muestras con adulterantes en pasta
base de cocaina en el periodo 2017-2020.
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puede deberse para un aspecto brillante (Ruiz,

2015).
El levamisol utilizado en medicina veterinaria
como antihelmintico, tiene wuna toxicidad

elevada en humanos, la combinacioén de cocaina
adulterada con levamisol lleva a complicaciones
hematoldgicas, dermatoldgicas y vasculitis
(Martello et al., 2017).

La tabla 1 presenta el resumen porcentual
de la cantidad de muestras analizadas con el
correspondiente adulterante hallado en las mismas.

La pasta base de cocaina, asi como la
cocaina clorhidrato se consumen en diferentes
presentaciones, la tabla 1 presenta algunas
caracteristicas representativas de ambas drogas
ilicitas.

Conclusiones

Con los resultados obtenidos en esta
investigacion se pretende exhortar a las
autoridades correspondientes sobre la necesidad
de desarrollar mecanismos interinstitucionales
y multidisciplinarios robustos y eficaces en el
ambito de la alerta con relacion a la deteccion
de estas drogas y los adulterantes en las
mismas. Los organismos publicos, cuya labor
se desarrolla en el ambito de control de drogas
ilicitas, deben disponer de las herramientas y la
informacién necesaria sobre estupefacientes de
manera a elaborar y ejecutar politicas publicas
de prevencion, control, apoyo y capacitacion a la
poblacion sobre la problematica que representa el
consumo de drogas.
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Introduccion

La gestion de los residuos solidos urbanos (RSU) sigue siendo un problema sin resolver en el Paraguay.
La generacién per cépita de RSU en el pais es de 1.069 kg/persona/dia, de los cuales el 60,06 % son
residuos orgénicos biodegradables que pueden ser utilizados para compostaje (MADES, 2020). El 52,6
% de la poblacién cuenta con servicio de recoleccion (DGEEC, 2019), pero solo el 36 % de los residuos
recolectados son tratados en sitios con licencia ambiental (MADES, 2019).

El compost significa hacer uso efectivo de los residuos organicos para que puedan ser utilizados
como abono para jardines y huertas domésticas (Moreno Casco & Moral Herrero, 2008). En cuanto a
la calidad del compost como la efectividad del compostaje para degradar los residuos dependen de los
métodos utilizados (FAO, 2013).

La palabra bokashi proviene del japonés y en el contexto del compostaje significa coser a vapor
los materiales organicos, utilizando el calor generado por la fermentacion aerdbica. Esta, se elabora
mezclando ingredientes localmente disponibles y de bajo costo, como son principalmente la gallinaza, el
estiércol vacuno, el afrecho y la melaza de cafa de aziicar con muestras de suelo con pocas intervenciones
humanas. Puesto que en este tipo de suelo contiene millones de microorganismos beneficiosos para los
cultivos (National Geographic Espaiia, 2022).

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la eficiencia del bokashi en el desarrollo de compostaje,
para contribuir con la reduccién de la generacion de RSU y promover el desarrollo sostenible.

Materiales y métodos

Formula de bokashi: El bokashi se elaboré mezclando una muestra de suelo obtenida del Parque
Nacional Ybytyruzu con otros ingredientes como gallinaza, estiércol de vaca, afrecho, maiz molido,
azlicar morena, melaza liquida y agua en una proporcion de peso de (7,1 +5,3+53+ 17,8 +17,8 + 3,6
+0,4+42,7).

Control de temperatura: Una vez realizada la mezcla, la temperatura debe subir, lo que se debe
al incremento de la actividad microbioldgica que se encuentra en el preparado. Una temperatura de
alrededor de 60 °C después de 2 a 3 dias de mezclado se considera una buena senal (FAO, 2011).

El preparado fue removido cada 7 dias y la temperatura se midi6é continuamente con un termometro
digital con registro de datos.

Control de humedad: El nivel de humedad 6ptimo para la fermentacion es de alrededor del 50 - 60 %
en peso. Si el contenido de humedad es bajo, la descomposicion aerdbica es muy lenta, mientras que, si
el contenido de humedad es alto, inhibe la oxigenacion y crea un proceso anaerobico de descomposicion,
que no es ideal para producir compost de buena calidad (FAO, 2011).

El ajuste del contenido de humedad del preparado se realizdo mediante la prueba del pufio, donde el
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Figura 1. Temperatura en el proceso de bokashi.

material se sostiene en la mano y sin fuga de agua
al exprimirse.

Control de peso: Todos los ingredientes
utilizados fueron pesados a través de una balanza
digital tipo bascula y se determino el peso inicial.
A medida que pasaron los dias y fue aumentando
la temperatura se observo una disminucién en el
volumen y el peso. Esto se debe a la presencia de
microorganismos que son capaces de degradar
sustancias organicas de origen animal y vegetal
(Ruiz, 2020) a través de la oxidacion del carbono
a dioxido de carbono y a la perdida de humedad
(Rodriguez, et. al., 2007). Una vez finalizada la
fermentacion se volvio a medir el peso final.

mismo control de temperatura, humedad y peso
por 3 semanas.

Resultados y discusion

Para obtener el compost, se inici6 con el
desarrollo de bokashi evaluando la combinacion
y la proporcion utilizando ingredientes localmente
disponibles y de bajo costo para obtener un
producto rico en nutrientes necesarios para el
desarrollo de los cultivos que se obtienen a través
de la fermentacion.

Como se muestra en la figura 1, una vez
mezclada, la temperatura siguid una curva
creciente, por aproximadamente 3 a 4 dias y luego
gradualmente comenzé a disminuir. El preparado
se removio cada 7 dias, con una ligera disminucion
de la temperatura en el dia del volcado, seguido de
un aumento gradual durante los siguientes dias,
finalizando la semana con una curva descendente.

El patron de temperatura se repitid por 4
semanas con una temperatura maxima de 62.8
°C, hasta que se dio por finalizado a los 33 dias,
cuando la temperatura descendi6 por completo.

En la tabla 1, se observa la féormula en la que

Tabla 2: Ensayos de compostaje.

Desarrollo del compost: Una vez obtenido el Prueba Prueba  Prueba3
bokashi, se desarroll6 el compost combinando los 1 2 RSU. i
residuos organicos biodegradables con bokashi en RSI,] qu Jardineria
una proporcion de peso de (1 + 2), siguiendo el Cocina  Cocina  en kg

’ en kg en kg
Residuos 7,8 4,7 7
Tabla 1: Formula de desarrollo de bokashi. Bokashi 15,6 8,8 13,5
Materias primas Peso (kg) ﬁxgua | ; 04 ‘1"85 ; 55
Muestras de suelo 10 o8O tota ’ ’
Gallinaza 7,5 mielo
., ’ Peso total 21 5,85 8,9 10,2
Estiércol de vaca 7,5 di
05 ias
Afrecho % Pérdida de  79.4%  50,6%  60%
Maiz molido 25 peso
Azucar morena 5 Peso de 1,55 0,2 2
Melaza liquida 0,5 residuos  sin
Agua 60 degradarse
Peso total tiempo cero 140,5 % Efectividad 80,1%  96% 71,4%
Peso total tiempo 33 dias 56,65 del
Pérdida de peso en 33 dias 60% compostaje
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se puede ver que a partir de 10 kg de una muestra
de suelo se pudo obtener un total de 56.65 kg de
bokashi.

Una vez desarrollado el bokashi, se evaluo
su efectividad en el proceso de compostaje para
degradar los residuos organicos biodegradables,
principalmente de la jardineria y la cocina, y
producir compost que pueda ser aplicado por
ejemplo en huertas domésticas.

En la tabla 2, se observa las proporciones
de peso de las tres pruebas desarrolladas. La
eficiencia del compostaje se determind por la
diferencia de peso, todos los ensayos revelaron
una eficiencia de descomposicion de residuos
organicos biodegradables de mas del 70% en 21
dias.

Temperatura (°C)

70
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w

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
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—Prueba 1 RSU Cocina = Prueba 2 RSU Cocina =———Prueba 3 RSU Jardineria

Figura 2. Temperatura durante el compostaje.

La figura 2 muestra las temperaturas
registradas de las tres pruebas del compostaje. La
primera prueba alcanzo6 una temperatura maxima
de 57 °C, la segunda 45 °C y la tercera 62 °C.
Los tres experimentos siguieron el mismo patron,
con temperaturas que comenz6 a descender entre
los dias 15 y 16, lo que indica una reducciéon
significativa en las fuentes de energia que nutre a
los microorganismos.

Aunque la eficiencia de la prueba 2 fue del
96 %, ésta no alcanz6 una temperatura minima
deseada, por lo que se descarta el ensayo. Puesto
que como sefialan Garcia & Felix (2014), para
eliminar las bacterias patdgenas es necesario una
temperatura minima de 55 °C durante 30 minutos
a 1 hora. En efecto, uno de los factores incidentes,
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Figura 3. Grado de degradacion de residuos organicos.

podria haber sido la poca cantidad de muestra
utilizada.

Por ultimo, en la figura 3 se puede visualizar
los residuos organicos biodegradables sometidos
al compostaje, su grado de degradacion y el
compost obtenido a las tres semanas.

Conclusiones

A modo de conclusion y desde la perspectiva
de los investigadores, se observo que el bokashi
desarrollado es efectivo en un 70 a 80 % para
degradar los residuos organicos provenientes de la
jardineria y de la cocina en 21 dias. Por lo cual,
podria ser una buena alternativa para iniciar con
la reduccion de la produccion per capita de RSU
en el pais, dado que si bien el 52.6 % de los RSU
generados en el dia son recolectados, solo el 36 %
son tratados en sitios con licencia ambiental. Por
consiguiente, seria una buena opcion para iniciarse
através de los Municipios por medio de los centros
de compostaje y compostaje domiciliario y que
la accion pueda contribuir con el cumplimiento
de los objetivos 11 y 12 de la Agenda 2030 en el
territorio.
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Introduccion

Las microalgas conforman un alimento conocido y usado por los seres humanos hace siglos. Su consumo
diario es recomendado desde ya hace algunos afios por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO). Ultimamente han
adquirido un creciente interés comercial, debido a que tienen la capacidad de producir varios compuestos
nutracéuticos que facilitan la prevencion de diferentes patologias o alteraciones de la salud, por lo cual
las microalgas son una ejemplificacion de los denominados superalimentos (Wollina et al., 2018). Las
especies del género Arthrospira son organismos procariotas fotosintéticos con morfologia filamentosa
que pertenecen al filo Cyanobacteria y poseen un valor comercial excepcional en la industria alimentaria
por su alto valor nutricional (Soni et al., 2017).

El objetivo del trabajo fue determinar la composicion proximal de la cepa de Arthrospira platensis
en comparacion con las cepas comerciales.

Materiales y métodos
Aislados de estudio

Para realizar este trabajo se utilizaron tres aislados de especies del género Arthrospira de origenes geo-
graficos diferentes. Un aislado de Arthrospira de origen argentino de grado comercial, y otro aislado
de origen chileno donado por el INIDEP (Instituto Nacional de Desarrollo Pesquero) de Mar del Plata-
Argentina. Ambos aislados se encontraban liofilizados al momento de su utilizacion para la determinacion
de los parametros proximales.

La Arthrospira platensis Gomont (Figura 1) del Paraguay fue aislada del Chaco paraguayo ¢ iden-
tificada molecularmente por Villalba ef al. (2018), la cual fue posteriormente donada a la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad Nacional de Asuncion.

Cultivo de Arthrospira platensis

La Arthrospira platensis de origen paraguaya, fue cultivada en el laboratorio de biotecnologia ambiental
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad Nacional de Asuncién. La condicion
de cultivo fue con un fotoperiodo de 24 horas luz a una temperatura de 25 £ 2 °C, con un pH 9 en medio
de cultivo Zarrouk (Zarrouk, 1966) la cual fue cosechada centrifugando el medio de cultivo a 7000 rpm
durante 5 minutos.

Al fotobiorreactor utilizado para el cultivo de la Arthrospira platensis (Figura 2) se le suministrd una
aireacion constante de 0,45 vvm, previamente filtrada con nylon de membrana de 0,22 um con un volumen
de 13 litros de cultivo, con iluminacion de 12500 Im, y tiempo de cultivo de 75 dias.
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Figura. 1. Arthrospira platensis nativa del Paraguay.

Analisis proximal

Para la caracterizacion proximal se utilizé 1 g en
peso seco de cada uno de los aislados. Todas las
determinaciones fueron realizadas al mismo tiempo
y en las mismas condiciones para los tres aislados.
La humedad se cuantifico mediante desecacion en
estufa a temperatura de 105°C hasta peso constante
(AOAC, 952.08; 1990) y también las cenizas se
determinaron por calcinacion en mufla a 550 °C de
temperatura, hasta la obtencion de cenizas blancas y
peso constante (AOAC, 938.08; 1990). Las protei-
nas se determinaron por el método Kjeldahl usando
el factor de conversion 6,25 (AOAC, 24.027; 1984).
Se realiz6 la determinacion de grasas por el méto-

Figura 2. Fotobiorreactores utilizados para el cultivo de Ar-
throspira platensis.
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Figura 3. A) Biomasa de Arthrospira platensis luego de la
centrifugacion del medio de cultivo. B) Biomasa de Arthrospira
platensis cosechada.

do de Randall (AOAC, 1990) y los lipidos fueron
extraidos y cuantificados por el método de Blighy
Dyer (1959) con modificaciones.

Resultados y discusion
Cosecha de biomasa de Arthrospira platensis

Labiomasa generada (Figura 3) luego de 75 dias de
cultivo con luz continua arrojé un rendimiento de
5,82 g/L. La tasa de crecimiento y la productividad
de la biomasa en las microalgas verdes difieren en
el modo de reproduccion si son expuestas a dife-
rentes fotoperiodos, aumentando la produccion de
biomasa cuando se las exponen a mas horas de
luz (Krzeminska et al., 2013). De acuerdo con el
reporte de Alvarez (2018) en donde el cultivo de
Arthrospira platensis se ha expuesto a variaciones
de fotoperiodo, el rendimiento maximo se obtuvo
con luz continua, entonces se podria afirmar que
existe una relacion entre la cantidad de horas de
exposicion a la luz y la tasa de crecimiento de Ar-

Tabla 1. Composicion proximal de aislados de Arthrospira.

ArthrospiraArthrospira sp. A[:'throsp Z:pa
platensis  cepa argentina chilena

Proteinas o, \o 4355 73,69

totales

Grasas 5 (o 3,11 6,85

totales

Humedad 20,02 9,11 6,37

Cenizas 9,11 7,43 6,31
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throspira platensis con luz continua.

Analisis proximal

Los valores obtenidos en los aislados en estudio
mediante el analisis proximal se pueden observar
en la tabla 1.

Proteinas totales

El porcentaje de proteinas totales obtenido se
encontrd en el rango de 63 - 74%. Este valor, es
considerado significativo, ya que en promedio los
alimentos de origen vegetal considerados como
buenas fuentes proteicas contienen alrededor del
35% de proteinas (Becker, 2007). Ademas, estos
datos son concordantes con reportes previos de
otras cepas de la Arthrospira sp. (Molino et al.,
2018; Duongbia et al., 2019). Molino et al.,
(2018) reportaron un valor del 46,76% para un
aislado de Arthrospira comercial de origen ita-
liano. Las diferencias obtenidas pueden deberse
a las condiciones de cultivo, al fotoperiodo em-
pleado durante su cultivo (Peixoto et al., 2020)
y también a las condiciones de crecimiento y
al origen geografico de cada cepa, que, si bien
pertenecen al mismo género, exhiben diferencias
relevantes en la composicion nutricional (Parra
etal., 2019).

Grasas totales

Reportes previos indican que Arthrospira sp. mues-
tra un contenido de lipidos de 4 a 9% (Hernandez et
al.,2019), 1a cantidad de grasas totales que produce
la Arthrospira sp. esta fuertemente ligada a la dis-
ponibilidad de nitrégeno en el medio de cultivo, la
temperatura y el pH (Ogbonda et al., 2007).

Los valores de la extraccion de las grasas totales
de los aislados analizadas se observan en la Tabla
3. La La Arthrospira platensis demostr6 un 5,69%,
esto indica que el aislado podria ser empleado en
la produccion de biodiesel a través de transesteri-
ficacion de acidos grasos (Almeida ef al., 2017).

Las grasas totales reportadas por Villalba et al.
(2018) para la misma cepa de Arthrospira platensis
fue de 0,4%, mucho menor en comparacién con la
obtenida en este trabajo que fue de 5,69%.
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Humedad y cenizas

La determinacion de humedad es una de las técnicas
mas importantes y de mayor uso en el procesado,
control y conservacion de los alimentos, puesto que
la mayoria de los productos alimenticios poseen un
contenido mayoritario de agua. También las cenizas
son las sustancias inorganicas presentes en el ali-
mento original, como los minerales que constituyen
a las células (Tirado et al., 2015).

El mayor contenido de humedad, expresado como
porcentaje del peso hii- medo fue para la Arthrospi-
ra platensis con un valor de 20,91% en comparacion
a los aislados analizados. A su vez los reportes de
Villalba et al. (2018) para el parametro de hume-
dad de Arthrospira platensis fue de 7,6%. Estos
valores concuerdan con los reportados por Molino
etal.(2018) y Ogbonda et al. (2007) que fueron en
promedio de 21% y 6,3%

Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos, la Arthros-
pira platensis posee contenido proximal apropiado
para utilizarla como suplemento alimenticio por su
alto porcentaje proteico y de grasas totales en com-
paracion con los aislados comerciales analizados.

Los parametros proveen un aporte a la comu-
nidad cientifica acerca de las bondades de esta
microalga, de manera tal de abrir nuevos espacios
a futuras investigaciones dentro de esta linea y asi
poder utilizarlas en desarrollos de nuevos productos
en el pais.
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Introduccion

El uso de macroéfitas flotantes para realizar un pulido final a aguas residuales tratadas en sistemas
biologicos es una propuesta atractiva, ya que ofrece la posibilidad de emplear flora autdctona con
capacidad de absorber remanentes de nutrientes y remediar atin mas las aguas con elevado contenido
de nutrientes. Las macrofitas flotantes son candidatas ideales para esta etapa final de pulido debido a su
versatilidad, rapido crecimiento, bajo mantenimiento y [consumo energético, asi como su alto contenido
de nutrientes, siendo un método ecoldgico atractivo para la restauracion de cuerpos de aguas (Dhote &
Dixit, 2009; Martelo y Lara, 2012; Liu et al., 2017)

Existen diversas especies de macroéfitas flotantes que se utilizan en procesos de depuracidn, tanto
para la absorcion de contaminantes emergentes como medicamentos, metales pesados o plaguicidas,
como para la eliminacidn de nutrientes de las aguas residuales antes de que se descarguen en los cuerpos
hidricos. En este estudio, se utiliz6 agua residual tratada mediante sistemas de Humedales Construidos
(WC) y agua residual sintética tratada mediante sistema de Biodiscos (RBC), luego se expuso el efluente
tratado a macrdfitas de la especie Landoltia punctata como un pulido final (lagunas) con el objetivo
de demostrar la capacidad de absorcion de nutrientes y aumentar tenores proteicos. El género de la
especie empleada tiene una alta tasa de crecimiento, eso significa que existe una mayor necesidad, en
comparacion con otras macroéfitas, de nitrégeno y fosforo. El nitrégeno en las macrdfitas flotantes se
convierte en aminodcidos y proteinas, lo que hace que la misma sea una fuente de alimento con alta
calidad nutricional para peces, aves, principalmente. Por lo tanto, tiene un papel fundamental en la
cadena alimentaria (Lalau, 2010). Por lo tanto, el alto contenido de proteinas de la biomasa, permite que
se transforme en un excelente componente para la alimentacion animal (Mohedano, 2010; P. Skillicorn
et al., 1993; Tavares, 2008).

La importancia de demostrar el incremento proteico empleando la especie L. punctata es que las
mismas podrian ser evaluadas para introducirlas como alimentos alternativos para consumo animal.
Las cuantificaciones se realizaron mediante el Método Kjeldahl modificado, que permitié determinar
los porcentajes totales de proteinas presentes en la biomasa generada posterior a la exposicion del
efluente tratado previamente y expuesto a lagunas de pulido final. De esta manera, se busc6 demostrar
la posibilidad cuantificar el incremento de los contenidos proteicos cuando se trabaja a escalas y
proporciones menores como mesocosmos (Teles, 2017), analizando también los efluentes durante el
pulido final con L. punctata a fin de cuantificar y conocer la dindmica del amonio y fosforo, mediante
las metodologias propuestas por el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 1998).

El objetivo principal del trabajo fue determinar el porcentaje de proteinas totales mediante el método
alternativo de Kjeldahl, a fin de demostrar el incremento de los tenores proteicos empleando aguas
residuales tratadas por sistemas bioldgicos.
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Figura 1. fueron utilizados,

Fotobiorreactores que
distribuidos en la Incubadora con fotoperiodo.

Materiales y métodos

El ensayo experimental se desarrollo para evaluar
la eficacia y rendimiento de la L punctata, al
igual que la biomasa generada. Se estructur6 un
sistema experimental a escala laboratorio, en
donde se utilizaron fotobiorreactores con aguas
tratadas obtenidas de distintas fuentes, aguas
residuales (AR) provenientes de WC y agua
residual sintética (ARS) previamente tratado en
RBC, como medio control se empled el medio
de cultivo Swedish Standard Institute (SIS) (SIS,
1995). Cada experimento tuvo una duracidén
de 96 horas, tiempo maximo que se establecio
mediante ensayos experimentales previos. Los
experimentos fueron montados en una incubadora,
con temperatura constante (24+2°C) y un
fotoperiodo de 14/10 (luz/oscuridad) controlado
mediante un temporizador, el volumen total de los
fotobiorreactores empleados fue 3 L, y el volumen
utilizado de 0,8 L (Figura 1).

La determinacion de proteinas se realizo por
el Método de Kjeldahl (AOAC, 2016) modificado
y la cuantificacion de nitrogeno total se realizo
por el Método fotocolorimétrico de Azul de
Indofenol Figura 2), posterior a eso, por un factor
de conversion proporcionado por la FAO se
obtuvo el porcentaje de proteinas totales a partir

bﬁc

Figura 2. Desarrollo de Método Kjeldahl modificado. a.
Digestion a ebullicion durante 2 horas. b. Obtencion de
muestras diferidas. c. Desarrollo de color por el Método de
Azul de Indofenol.

de la biomasa obtenida, (Tacon, 1989; Garcia &
Fernandez 2012).

Para la determinacion, se pesdo 100 mg de
biomasa seca y se paso a un matraz Erlenmeyer
de 100 mL, se adicioné 5 mL de Acido Sulfarico
(H,SO,) concentrado, 1 g de sulfato de sodio
(Na,SO,) mas 0,001 g de oxido de mercurio
(HgO), se llevo a ebullicion durante 2 horas bajo
campana de extraccion, la mezcla pasd por 3
tonalidades de color hasta tornarse completamente
translucido. La muestra digerida fue traspasada
a un matraz aforado de 100 mL, la misma fue
enrazada a volumen con agua destilada que se
utilizé para limpiar y retirar completamente la
muestra digerida.

Para determinar la cantidad de nitrogeno
contenido en la muestra, se desarrolldo el método
de Azul de Indofenol a partir de la solucion acida,
producto de la digestion. Todas las muestras
procesadas fueron leidas a una longitud de onda
de 420nm en espectrofotometro (GENESYS™
10S UV-Vis Spectrophotometer - Thermo
Fisher Scientific). Las ecuaciones que se
muestran a continuacion sirvieron para conocer
los miligramos de nitrégeno contenidos en la
muestra analizada (Ec.1), porcentaje de nitrogeno
contenidos en los miligramos de la muestra
analizada (Ec.2) y porcentaje de proteinas totales
a partir del porcentaje de nitrogeno (Ec.3) (Garcia
& Fernandez, 2012).

NS

N(mg) = Sol. Ac x 5. =— (1)
Donde:

- N (mg): miligramos de nitrogeno

- Sol.Ac: mililitros de solucion acida

- N.S: miligramos de N obtenidos por
espectrofotometria

N (%) = % x 100 2)

Donde:
- N (%): porcentaje de Nitrogeno
- N (mg): miligramos de nitrégeno
- M (mg): miligramos de biomasa digerida.
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Prot (%) = N(%) x Factor 3)

Donde:

- Prot (%): porcentaje de proteinas totales

- N (%): porcentaje de Nitrogeno

- Factor: Factor de conversion para obtener
la tasa de proteina total a partir del nitrégeno total.

Los pardmetros fisicoquimicos controlados

en este experimento fueron amonio (NH,") por el
Meétodo de Nessler, y fosforo (P) por el Método
colorimétrico del Acido Vanadato Molibdato-
Fosforico (APHA, 1998), la lectura de ambas
determinaciones se realizo en un espectrofotometro
(GENESYS™ 10S UV-Vis Spectrophotometer
- Thermo Fisher Scientific), el pH se controlo
empleando un potencidmetro HANNA (EDGE,
HI 2020).

Resultados y discusion

En la tabla 1 se resumen los resultados obtenidos
durante los muestreos realizados durante las
120 horas que se establecieron como maximo
para el estudio. Los valores de partida para los
tratamientos y controles fueron para el medio SIS
fueron 34,34 mg/L para NH,", 1,82 mg/L para Py
6,84 para el pH; para el efluente recuperado a la
salida del Biodisco fueron 36,36 mg/L para NH ",
3,29 mg/L para Py 7,34 para el pH, finalmente para
el efluente recuperado de humedales construidos
fueron 13,87 mg/L para NH,’, 2,22 mg/L para
Py 7,98 para el pH, las columnas posteriores
muestran los valores finales para los tratamientos
y controles. Cabe resaltar que los tratamientos
consistieron en exponer a la biomasa de Landoltia
punctata a los distintos medios y efluentes y los

Tabla 1. Valores de parametros fisicoquimicos iniciales y
finales para Control (C) y Tratamiento (T).

Valores

Medio Parametros Fisicoquimicos Valores finales C  Valores finales T

iniciales Cy T

NH4 (mg/L) 34.34 31,24 19.53
SIS P (mg/L) 1.82 2.25 2.28

pH (UpH) 6.84 6.25 4.11

NH4 (mg/L) 36.36 31,65 25.05
RBC P (mg/L) 3.29 2,22 0.68

pH (UpH) 7.34 7.33 7.23

NH4 (mg/L) 13.87 9.96 5.12
wC P (mg/L) 222 1,27 0.33

pH (UpH) 7.98 6.92 7.73

controles no contaban con biomasa.

En el caso del medio SIS, se puede observar
que hubo una remocion del 43.13% de remocion
de NH,", en el caso del fosforo, hubo un
aumento comparandolo con las concentraciones
iniciales. En el ensayo donde se empleo efluente
proveniente de RBC hubo una remocion del
31,11% de NH,” comparando valores iniciales y
finales, y 79,33% de P, finalmente en el ensayo
con efluentes provenientes de humedales hubo una
remocioén de 63,09 % para NH," y 85,14% para P
respectivamente.

Posterior al ensayo de exposicion de macrofitas
a los distintos medios, se procedido a secar la
biomasa generada a 60°C. Se pes6 100 mg de
biomasa seca previo (sin ningun tratamiento)
y posterior a los tratamientos y se desarrollo el
Meétodo de Kjeldahl modificado, para determinar
el porcentaje total de proteinas.

En la figura 3 se resume el promedio y la
desviacion estandar de los analisis desarrollados
para obtener el porcentaje de Proteinas Totales
a partir del Método Kjeldahl modificado. Para
RBC fue 29,2 %, para WC fue de 35,2 %, para
el Medio SIS 20,2 % y para el peso seco inicial
(PSI) 18 % con una SD= 2,92, el analisis del PSI
nos demuestra el porcentaje de proteinas totales de
la biomasa sin ningin tratamiento, la misma fue
tomada desde el stock mantenido en el laboratorio.

El maximo porcentaje se obtuvo con el sistema

Proteinas Totales

L
>

20,0

RBC wC Medio SIS PSI

Figura 3. Barra de error de del porcentaje de Proteinas totales
por tratamiento. Biodiscos (RBC), Humedales Construidos
(WC), Swedish Standar Institute (SIS), Peso Seco Inicial
(SIS).
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utilizando afluente de WC, en experimentos
similares, Nassar, et al., (2015), obtuvieron un
promedio de 28,1% de proteinas totales utilizando
aguas residuales agricolas y especies de macrofitas
como Lemna gibba y Lemna minor que pertenece
al mismo grupo de macrdfitas. Por otra parte,
Chen et al., (2019), obtuvieron en experimentos
como promedio maximo un porcentaje de 25,89%
implementando la especie Lemna japonica, que
pertenece a la familia de la especie en estudio.
Roman & Brennan, (2019), implementaron en
su investigacion las especies Lemna japonica y
Lemna minor, obteniendo un porcentaje de 37%
de proteina total, valor un poco por encima a lo
obtenido en el presente trabajo. Los resultados
obtenidos demuestran que la especie L. punctata
es eficaz para la absorcion de nutrientes, como el
amonio y fosforo, que son de los contaminantes
que se encuentran en mayor cantidad cursos de
agua y que podria desequilibrar el ecosistema
acuatico generando por ejemplo eutrofizaciones
(Chapa-Balcorta, 2010). Asi también las
mismas son capaces de aumentar la biomasa e
incrementar los tenores proteicos de las mismas,
generando biomasa enriquecida, demostrando
como esos remanentes de nutrientes pueden
ser reaprovechados para mejorar los tenores
nutritivos, en procesos de generacion de biomasa
con fines productivos.

Conclusiones

Los resultados demostraron la eficiencia en
eliminar amonio y fosforo como parte del
proceso. Con respecto a la generacion de biomasa
enriquecida, el mismo es un indicativo que la
especie en estudio utilizé los nutrientes disponibles
en las aguas. Se logré determinar el porcentaje de
proteinas totales empleando el Método Kjeldahl
modificado, demostrando las diferencias de tenores
proteicos entre los tratamientos y el control,
observandose asi el incremento con relacion a los
porcentajes iniciales. Los resultados demuestran
que la biomasa obtenida, a partir de sistemas en
donde se utilizaron efluentes de sistemas RBC y
WC, generan biomasa enriquecida, que puede

ser empleada como fuente de nutricion animal
(que requiera un tratamiento adicional). La
biomasa obtenida a partir de aguas residuales
proveniente de WC presentd mayor porcentaje de
proteinas totales, alrededor del 6% en por encima
en comparacion a RBC, demostrando que el
sistema acoplado de WC y lagunas de L. punctata
incrementa la generacion de biomasa enriquecida
de alto valor proteico. Asi también demostrar la
importancia de contar con métodos laboratoriales
como los ejecutados en este experimento para
trabajar a escala laboratorial con la finalidad
de reducir costos que se asocian a procesos de
mayor complejidad, pero con el objetivo similar,
demostrar diferencias e incrementos proteicos en
matriz vegetal.
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Introduccion

Actualmente uno de los problemas ambientales mas grandes es la contaminacién de los recursos
hidricos por metales pesados debido a que no son degradables, aumentando los efectos nocivos sobre
el ecosistema y por ende afectando a la salud humana. Muchas investigaciones se han centrado en la
obtencion de métodos mas eficientes para su remocion de las aguas o sedimentos o disminuyendo su
toxicidad mencionada en Pabodn et al.;(2020). Las técnicas convencionales utilizadas para la remocion
de metales se basan en filtracion, osmosis inversa, electroquimica; sin embargo, es necesario fomentar
alternativas que nos permitan aplicar y aprovechar los procesos naturales para la descontaminacion
siendo estas técnicas una forma econdmica y de bajo impacto ambiental para remover los contaminantes.
Cortez y Mendoza (2020) mencionan que, aplicando correctamente la hidroponia, ésta puede convertirse
en una solucioén ecologica, generando mejor calidad en la produccion de alimentos vegetales y a su vez
la eliminacion de contaminantes. Prayong., (2013) describe los modelos hidroponicos entre los cuales
se encuentran cultivos en solucion nutritiva sin recirculacion, (aerobicos y anaerdbico) con recirculacion

Tabla 1. Configuracion del sistema hidroponico. (técnica de pelicula nutritiva y de flujo profundo)
Parametros Valores. y m;tlemas aeroponllacqs. w6 1 lizacion d
Tubo Tubo Tubo 3 . presente tra_ ajo . eva 1}0. a uti 12’3101(.)n e
1 2 un sistema de cultivo hidroponico con técnica de
Caudal (L/min) 6,5 6,5 6,5 pelicula nutritiva NFT con recirculacion continua
Temperatura y la macrofita flotante Eicchornia crassipes para
atur 272 256 27,1 b . .
promedio (°C) la remocion de mercurio en aguas contaminadas.
pH promedio 5,2 5,7 5,7
Conductividad 747 477 996 Materiales y métodos
promedio (uS/cm) ’ ’ ’ ) . L. .
Volumen (L) 35 35 35 El _51stema hidroponico tipo NFT fue .1nstalado en
Diimetro tubo . . | el invernaculo del Laboratorio de Biotecnologia
superior (mm) 00 00 00 Ambiental del Departamento de Biotecnologia,
Diametro tubo FACEN - UNA. Siguiendo los criterios de
Enfe'rlorl B )(mm) 40 40 40 dimensiones y funcionamiento de Troche et al.,
recirculacion .
Largo (metros) 211 211 211 32021) como gnu;s‘:ir’a la Ta?la 1,para un p?rl(?c,lo
Altura (metros) 0.90 0.90 0.90 e operacién de 3 dias continuos y recirculacion
Numero de de la solucion. Tabla 1. Figura 1
aberturas de sostén 12 12 12 Se colectaron ejemplares de E. Crassipes de su
para E. Crassipes habitat natural, nativas del Rio Paraguay; fueron
Conce;rcracién de 4769 6.1 268.7 aclimatadas en invernaculo en piletas de 1000
Hg ug L 2 b b
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Figura 1. Sistema de cultivo hidroponico tipo NFT.

litros con agua de arroyo, agua de grifo y solucion
nutritiva APHA modificada Peterson y Moody
(1997) en Gomez et al., (s. f.) durante un periodo
de 15 dias.

Se colectaron muestras de Arroyo Gasory ,
Ciudad de Paso Yobai . Dpto del Guaira, cercano
a molinos de extraccion de Oro y relaves como
se ilustra en las Figuras 2 y 3. Se contamino
artificialmente el agua de arroyo para obtener dos
concentraciones con las cuales opero el sistema
(tubo 1 y tubo 3) y un control negativo de agua de
arroyo (tubo 2) Figura 1.

Se seleccionaron los ejemplares de E crassipes
mas representativos de la poblacion obtenida para
el estudio de remocion y se colocaron en el sistema
previamente con agua de grifo durante dos dias
para su adaptacion, posteriormente se reemplazo
el agua de grifo por agua de arroyo contaminada.
Se colocaron en cada orificio de cada tubo, 1
unidad de planta totalizando 12 ejemplares de E.

1840 440 B0

prE

Figura 2. Lugar de muestreo.

Figura 3. Toma de muestras.

crassipes en los tubos 1 y 3 segtin Figura 1.

Se tomaron volimenes de 50 ml de cada tubo
en 6 tiempos establecidos hasta completar 3 dias
de experimentacion. Adicionalmente se repuso
el volumen tomado con agua de grifo acida y se
ajusto el pH con acido nitrico hasta pH 5.

Las muestras de agua tomadas del sistema se
conservaron acidificadas a pH <2 y refrigeradas
hasta su traslado al laboratorio.

Fueron procesadas con técnicas de digestion
acida, agregado de permanganato de potasio,
persulfato de potasio en bafio de agua y se
cuantifico la concentracion de mercurio empleando
Espectrofotometria de  Absorciéon  atomica
con técnica de vapor frio segin los métodos
estandarizados de analisis APHA (2012) en los
Laboratorios del Instituto Nacional de Tecnologia
Normalizacion y Metrologia INTN (Figura 4).

Finalmente se evalud la remocion de Hg en
funcién a la disminucion de la concentracion del
contenido del metal en las aguas durante el periodo
de tiempo mencionado.

Resultados y discusion

La adaptacion de los ejemplares de E. Crassipes
al sistema fue exitosa, no se observaron signos de
fitotoxicidad durante el periodo de adaptacion y
experimentacion en las condiciones de estudio.
En cuanto a la remocion en el sistema
hidropoénico del tipo NFT se obtuvieron porcentajes
superiores al 60% durante las primeras 24 horas

Figura 4 Procesamiento y cuantificacion.
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Remocion tubo 1
100 3%
90
80
70
60
50
40
30
20
10
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horas

control + —#— tubol —#—control -

Figura5 Remocion en el Tubo 1.

de exposicion de las macrofitas como se ilustra en
la Figura 5 y 6 alcanzando el maximo de remocion
a las 56 horas para el tubo 1 y 3, posteriormente
se mantuvo constante a lo largo del experimento.

Los valores de pH se mantuvieron entre 5 y
6, esta variacion puede asociarse a la capacidad
amortiguadora de la planta. La reposicion del
volumen tomado durante el muestreo de los
tubos permitié mantener el nivel de agua dentro
del sistema evitando pérdidas por evaporacion y
consumo de la planta.

El control negativo (agua de arroyo con
macrofita) mantuvo una concentracion promedio
de 6,1 pgHg/L teniendo una ligera remocion de
hasta un 13 %, encontrandose este valor por debajo
del limite de cuantificacion del método. En tanto
el control positivo (agua de arroyo con Mercurio
sin macrofitas) ha demostrado disminucion de la
concentracion de Hg en el agua de hasta un 60%.

La disminucién de la concentracion de Hg en
los tubos 1y 3 se debe a la capacidad comprobada
de remocion de metales por la E. crassipes. Sin
embargo, la disminucion de la concentracion de
Hg de los controles puede atribuirse a la presencia

ES Remocion Tubo 3

/

—

o 10 20 30 40 50
Horas

—&—control + —®—tubo3 —@— control-

Figura 6 Remocion en el Tubo 3.

de iones como fosfatos, sulfatos y otros presentes
en las soluciones nutritivas y el agua de arroyo,
donde actian como agentes quelantes del metal
que afectarian a la solubilidad y disponibilidad del
metal en estas condiciones de estudio.

Dependiendo de la eleccion y el disefio de
la técnica de hidroponia se puede obtener la
eliminacion de contaminantes hasta de un 70%
segun lo descrito en investigaciones para la
TBypha latifolia y remocion de contaminantes
en tratamiento hidroponicos de flujo continuo,
pelicula de grava y arena mencionado en Gebeyehu
et al.; (2018)

Paredes y Nique (2016) obtuvieron resultados
para sistemas de humedales artificiales de flujo
continuo una mayor remocion de Hg en medio
basico (99,5%) para concentraciones de 0,05 a
0,5 ppm. Akeem et al., (2018) lograron eliminar
contaminantes hasta un 89% en sistemas
hidroponicos.

En este trabajo se obtuvo un porcentaje de
remocion de mercurio de 89,3% para el tubo 1y
del 95,2 % para el tubo 3 y el Sistema Hidropdnico
NEFT con recirculacion utilizado durante 3 dias en
las condiciones estudiadas con valores de pH entre
5 -6 y una macrofita flotante, la E. crassipes nativa
del Rio Paraguay.

Elanalisis de varianza con nivel de significancia
de 0,05 no mostro diferencias significativas
entre el porcentaje de remocion de Hg de ambas
concentraciones.

Conclusiones

Teniendo en cuenta estos resultados se observa
que la técnica de cultivo hidropénico tipo NFT
con la macrofita, E. crassipes en las condiciones
de ensayo es adecuada para la remocion de Hg de
las aguas contaminadas y puede considerarse una
opcion valida, economica y de facil manejo para
la remocion de los metales de los cursos hidricos.
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Introduccion

En sistemas acuaticos Iénticos, un tema preocupante es la eutrofizacion (aumento de la concentracion
de nutrientes, pincipalmente nitrégeno y fésforo), que tiene como consecuencia alteraciones sobre su
funcionamiento (Estevez, 2011). Este proceso puede ser de origen natural o antropico.

Se han hecho extensos estudios sobre el nitrégeno y el féosforo como limitantes para el crecimiento
vegetal en diferentes cuerpos de aguas, y estas especies han sido identificadas como los causantes de
los problemas de la eutrofizacion “cultural”, ya que en muchos lugares el origen de hasta el 70-80% del
nitrégeno y fosforo que llega a las aguas superficiales es antropogénico (Orozco, 2008).

Esta investigacion se realizé con base en los resultados del monitoreo de Calidad de Aguas del Lago
Ypacarai realizado por la Itaipi Binacional a través del CEMIT-UNA (Centro Multidisciplinario de
Investigaciones Tecnolodgicas de la Universidad Nacional de Asuncion), disponibles en la pagina web
del CIH (Centro Internacional de Hidroinformatica de la Itaipt).

El objetivo de este trabajo fue evaluar las concentraciones de nitrogeno total kjeldahl (NTK) y
fosforo total (PT) en el Lago Ypacarai y afluentes del mismo, a lo largo de las campafias de monitoreo,
comprendidas entre noviembre de 2019 y agosto de 2021, segiin Resolucion 222/02 de la SEAM
(Secretaria del Ambiente), hoy MADES (Ministerio del Ambiente y Desarrollo Sostenible).

Materiales y métodos

El periodo de campanas de muestreo abarcé desde noviembre de 2019 a agosto de 2021 con frecuencias
trimestrales. El area de estudio se presenta en la figura 1 y los puntos de muestreo, en la tabla 1.
- = ;] Metodologia de recoleccion de muestras y
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Eltipo de estudio es descriptivo de corte transverso.
El procedimiento de muestreo, preservacion de
muestras y andlisis se ha basado en lo establecido
en el Standard Methods para andlisis de aguas
superficiales y residuales, 23° Ed. (2017), segin
se detalla en la tabla 2. Las muestras fueron
analizadas en el Laboratorio de Calidad de Aguas
del CEMIT-UNA.

Andlisis de Datos
Para el analisis, se tomaron los datos de los puntos
Figura 1. Area de estudio total con los puntos de muestreo. identificados como: afluentes: que incluyen al

ae. .
Fecha de edlcién 20/10/2023 |
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Tabla 1. Puntos de muestreo.

Codigos Nombres Coordenadas UTM
Desemboca

LY3 dura - A° 21J 463771 720471

0

Yukyry

LY5 Centro del 21T 465991 719813
lago 6

A°Y2 A°Yukyry2 21J 458719 219627

AcsL A San 51y 454207 120001
Lorenzo 3

ASL-Arroyo San Lorenzo y AY2-Arroyo Yukyry
2 y el cuerpo del lago: que incluyen a LY3-
Desembocadura del Arroyo Yukyry y LY 5-Centro
del lago.

Para la evaluacion, se han considerado las
concentraciones de NTK y PT en los puntos
seleccionados, en el periodo de estudio,
comprendido por 8 campanas de muestreo, desde
noviembre del 2019 a agosto del 2021.

Se analizdé la variacion temporal de Ia
concentracion de estos nutrientes, en cada sitio
de muestreo, como asi también la variacion
estacional, comparando los niveles de nutrientes
en los afluentes y en el cuerpo del lago.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos indicaron que en la
mayoria de los puntos de muestreo, los analisis de
NTK y PT, arrojaron valores fuera de los limites
establecidos en la Resolucion 222/02 para aguas de
Clase2 (0,6 mgL-1y0,05mgL"respectivamente),
sin embargo, desde la sexta campafia (Febrero
2021) bajaron a niveles aceptables en la mayoria
de los sitios analizados, coincidiendo con la

Tabla 2. Metodologia analitica.

Método

Parametro

Fésforo Total
en agua (mg L~

Método del Acido ascorbico -

]) 4500-P E

Nitrogeno Método Macro-kjeldahl 4500-
Total en agua N..B

(mg L™ o

Nivel hidrométrico (promedio mensual) vs. Precipitacion total mensual

o
\\\\\\

Figura 2. Nivel hidrométrico del lago vs. precipitacion
mensual.

recuperacion del nivel hidrométrico del lago,
luego de un periodo de sequia y bajante extrema.

Esta recuperacion se observo posterior a las
precipitaciones registradas desde octubre del 2021
(Figura 2) y a la instalacion de un dique de control
de descarga, en la salida del lago, construido con
un sistema de geobolsas (Diaz-Cubilla, M., et. al.
2022).

Ademas, cabe destacar que, en agosto del
2020 se registraron los valores maximos de los
parametros estudiados (Ver tabla 2), superando
ampliamente los limites establecidos para la Clase
2.

Tabla 3. Resultado de NTK y PT, 4ta campafia (agosto 2020),
enmg L.

Puntos de muestreo NTK PT

ASL 11,6 2,43
AY?2 5,25 0,56
LY3 3,36 0,56
LY5 2,54 0,49

Esto podria deberse a que dicha campaia se
realizd en época de escasas precipitaciones, y en
las condiciones de bajante extrema del lago (Fig.
2), alterando las condiciones fisicoquimicas del
lago (Diaz-Cubilla, M., et. al. 2022).

Se puede notar, ademas, que los valores mas
altos de NTK y PT se registraron en el punto ASL
(Fig. 3), en comparacion a los demas puntos de
muestreo, debido, probablemente a que dicho cauce
hidrico es receptor de gran cantidad de descargas
de efluentes urbanos ¢ industriales, descargando
sus aguas en el arroyo Yukyry, afluente principal
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12 r12
ASL A - A Nitrégeno Total (mg.L-1)
A —— Limite NT Clase Il (0,60 mg/L)
H - W Fésforo Total (mg.L-1)
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Figura 3. Limites y resultados de N y P totales en ASL.

del Lago Ypacarai (PAS-PY, 2012).
El punto AY?2 (Fig. 4) se encuentra en la cuenca

media alta del cuerpo hidrico, antes de la descarga

del arroyo San Lorenzo, recibiendo también

descargas de otros afluentes aguas arriba, de una

zona urbanizada e industrial.

AY2 - A Nitrégeno Total (mg.L-1)

—— Limite NT Clase I1 (0,60 mg/L)
- W+ Fosforo Total (mg.L-1)

10 4 —— Limite PT Clase I (0,050 mg/L) | 10
8 8
6 L6

b4

T T T T T T T T
11/19  02/20 05/20 08/20 11/20 02/21 05/21 08/21
Tiempo (meses)

Fig. 4: Limites y resultados de NTK y PT totales en AY2.

Con relacion a los resultados para el punto
AY2, la variacion del nitrogeno fue entre 0,23 mg
L' en la sexta campafia (Feb/21) y 5,25 mg L' en
la cuarta campafia (Ago/20), mientras que para el
fosforo total, la dispersion se observd entre 0,19
mg L' en la séptima campafia (May/21) y 1,21 mg
L' en la quinta campafia (Nov/20).

En cuanto a los puntos del cuerpo del lago,
LY3 ubicado en la desembocadura del Arroyo
Yukyry y LYS en el centro del lago (Fig. 5y
6, respectivamente), los valores de NTK y PT
son menores a los afluentes (ASL y AY2). Este
comportamiento podria atribuirse al efecto

-- A Nitrégeno Total (mg.L-1)
LY3 —— Limite NT Clase Il (0,60 mg/L)
-+ M- Fésforo Total (mg.L-1)

10 4 —— Fésforo Total (mg.L-1) =10
8 -8
6 6
4 -4
2 A A, L2
0 o

T T T T T T T T
1119  02/20 05/20 08/20 11/20 02/21 05/21  08/21
Tiempo (meses)

Figura 5. Limites y resultados de NTK y PT totales en LY3.

de dilucién en el lago y a la presencia de los
humedales que se observan en la zona de descarga
del arroyo Yukyry al lago (Insfréan, et. al. 2012).

LY5 - A+ Nitrégeno Total (mg.L-1)

—— Limite NT Clase I1 (0,60 mg/L)
- W Fosforo Total (mg.L-1)

10 4 —— Fésforo Total (mg.L-1) 10
8 -8
6 6
44 -4

A
24 A.. ’ A, 2
o LS s R B e ... A a Lo

T T T T T T T T
1119 02/20 05/20 08/20 11/20 02/21 0521 08/21
Tiempo (meses)

Figura 6. Limites y resultados de NTK y PT totales en LY.

Conclusiones

Con base a los resultados, se concluyd que
los valores reportados en la mayoria de las
campafias se encuentran por encima de los
limites establecidos en la Resolucion 222/02
para aguas de Clase 2. De hecho, solo en las tres
ultimas campanas (Febrero, mayo y agosto del
2021) los valores de nitrogeno total en los puntos
AY2, LY3 y LYS cumplen con esta normativa.
Sin embargo, para el fosforo total, todos los
puntos, en todas las campafas, presentaron
valores que superan el limite establecido para
este parametro.

Se resalta ademas, que la concentracion de
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los nutrientes en los afluentes, presentan valores
superiores que en el cuerpo del lago, pudiendo
atribuirse este hecho al efecto de dilucion y a la
presencia de humedales en la desembocadura del
A° Yukyry, ya que es conocida la influencia de
los humedales para la remocion de nitrogeno y
fosforo.

Cabe sefialar que los valores mas altos para
NTK Y PT para todos los puntos estudiados, se
observaron en el ano 2020, coincidiendo con el
aflo de la pandemia del Covid-19, por lo que, en
estudios posteriores, se podrian

realizar estudios que permitan analizar una
posible correlacion.

Por tultimo, con este trabajo se busca la
concienciacion de los tomadores de decision
y los pobladores locales, sobre la importancia
de mantener y conservar los humedales, como
sistema natural de regular la eutrofizacion en
cuerpos hidricos lénticos, someros, como asi
también, el nivel hidrométrico 6ptimo a fin de
aumentar el tiempo de residencia del agua en el
lago.
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Introduccion

La identificacion de microorganismos a través de técnicas moleculares ha tomado gran importancia en
los ultimos afios gracias a su alta precision. En los estudios moleculares, la calidad e integridad del ADN
es esencial para la confiabilidad de los resultados. Se han reportado diversas técnicas de extraccion de
ADN con métodos relativamente sencillos y de bajo costo para diversos tipos de muestra, sin embargo, la
misma podria ofrecer ADN poco purificado por lo que se debe afnadir un paso adicional en la extraccion
y se opta generalmente por la filtraciéon en columnas especificas, o realizar varios lavados para eliminar
los residuos de los disolventes (Baena Et al, 2013).

La extraccion del DNA gendmico es un paso crucial cuando se desean realizar estudios moleculares,
ya que existe variabilidad segin el método de extraccion utilizado, pues puede proveer contaminacion
residual con sales y solventes (Rios-Sanchez et al, 2016). El procedimiento general de extraccion de
acidos nucleicos consiste en tres etapas consecutivas: disgregacion de las células o tejidos (lisis celular),
inactivacién de las nucleasas intracelulares y en separacion de los acidos nucleicos de los demas com-
ponentes celulares (Orfao, 2011).

Los alimentos fermentados tradicionales se obtienen mediante fermentaciones naturales (en las que
no se afiaden inoculos) y estan constituidos por microbiotas complejas, la produccion de alimentos fer-
mentados en condiciones controladas y su calidad dependen del conocimiento y control del microbiota
presente (Ruiz, 2003).

En las bebidas fermentadas existen algunos microorganismos de gran interés por sus beneficios para
el microbiota, es por ello que la caracterizacion de los mismos es fundamental. El objetivo del estudio es
analizar la eficiencia de diferentes métodos de extraccion de DNA de productos fermentados.

Materiales y métodos
Se utilizaron tres métodos diferentes y dos repeticiones por método

Método de extraccion por Columna

Después de la lisis, el lisado celular fue transferido a una columna en presencia de un tampon que permite
que el acido nucleico y las proteinas de union a acidos nucleicos se absorban en la matriz, se centrifuga
y descarta el sedimento y se adiciona el buffer de lavado y se repite el proceso dos veces. La columna
ya seca se transfiere a un tubo limpio y se agrega el buffer de elusion para liberar el acido nucleico de la
matriz solida en un recipiente colector.

Método por Ebullicién

Luego del lizado el mismo fue incubado por 10 minutos a bano frio con inversiones cada 3 minutos y
puesto en vortex por unos segundos. Luego en bafio seco por 10 minutos con inversiones cada 3 minutos
y puesto en vortex por unos segundos y se repite el proceso cuatro veces.
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Método de tiras reactivas

La tira reactiva se prepara cortando una porcion
de papel de filtro Whatman No.1 y afiadiendo esta
al extremo maés delgado de una punta para pipeta
modificada.

La tira reactiva se utiliza para unir los acidos
nucleicos sumergiéndose tres veces en el lisado,
lavandose sumergiéndose tres veces en un tampon
de lavado y eluyendo sumergiéndose tres veces
en la mezcla de reaccion de amplificacion (Zou et
al., 2017)

Se evaluo la concentracion del ADN bacteriano
extraido mediante el espectrofotdometro Nanodrop
8000 (Thermo Scientific, EEUU), a una longitud
de onda de 260 nm. Del mismo modo se evalud
la calidad respecto a la pureza del ADN extraido
mediante las lecturas a 230 nm y 280 nm.

Resultados y discusion

La cantidad total y pureza del ADN para cada méto-
do estan descritas en la tabla 1. De los tres métodos
analizados, el que exhibido mejores resultados en
cuanto a cantidad de DNA fue el método de ebu-
llicidén, obteniéndose una concentracion de 547,8
ng/ul. Los datos obtenidos demuestran que este
método es simple es de bajo costo y rapido, ademas
el protocolo puede ser utilizado en laboratorios que
carecen de suministros, equipos y tecnologia.

Si bien el método de tiras reactivas resulta un
método efectivo y rapido (84,92 ng/ul), la veloci-
dad y simplicidad de este método lo hacen ideal para
aplicaciones basadas en amplificacion de acidos
nucleicos tanto dentro como fuera del laboratorio,
incluidos entornos de recursos limitados, como
sitios de campo remotos, paises en desarrollo e
instituciones de enseflanza (Ahmed & Dablool,
2017). Por otra parte,para el estudio presentado
las condiciones de pureza del DNA no fueron las
esperadas (valores entre 1,02 y 1,35), por lo que
encontramos una diferencia de significancia entre la
misma y las obtenidas con el método de ebullicion
(0,92 'y 0,93).

Siguiendo con los parametros de pureza se
observo que el método con mejores resultados fue
el de extraccion por columna (valores entre 1,72

y 2,12), asimismo en cuanto la cantidad de ADN
extraido presenta valores que van desde la menor
concentracion 48,77 ng/ulL hasta 69,48 ng/uL.
Dichos valores concuerdan con la declaracion del
fabricante, puesto que para los lavados se utiliza
un tampon cuya finalidad es la de eliminar las sales
de union y otros contaminantes como proteinas,
fenoles, etc. Ademas, debido a que es un método
comercial asegura que en presencia de ciertas sales
el acido nucleico quede retenido por adsorcion en
columnas de silice.

Método Muestra Cantidad de Pureza del
ADN(ng/uL ADN

) (A260/280)
11 520,1 0,92
1.2 518,1 0,92
A 2.1 547.8 0,92
22 546.,8 0,92
3 508,2 0,93
1.1 23,91 1,35
1.2 22,51 1,33
B 2.1 24,44 1,22
22 26,38 1,19
3 84,92 1,02
1.1 69,48 1,76
1.2 53,46 1,93
C 2.1 61,16 1,9
22 48,77 2,12
3 57,91 1,72

Tabla. 1. Parametros de pureza y cantidad de DNA obtenidos
en distintos métodos de extraccion. A= Método de ebullicion,
B=M¢todo de tira reactiva, C= Método de extraccion por
columna. La muestra 1,2 y 3 corresponden a una bebida fer-
mentada a partir de té.

Conclusiones

Dependiendo de la finalidad, tal como la academia
o la investigacion existen métodos mas favorables,
sin embargo, se presentd una ventaja importante en
cuanto al costo del método de ebullicion, obtenién-
dose a su vez mayor concentracion de ADN, sin
embargo, este fue el método que presento menor
pureza, por lo que se recomienda una modificacion
al proceso, agregando lavados que permitan la
eliminacion de proteina residuales.El método de
ebullicion mejorado tiene muchas ventajas, como
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la dispensacion sin el uso de productos quimicos
peligrosos como fenol y enzimas especificas. Por lo
tanto, es rapido, facil, econdmico y puede aplicarse
para el aislamiento de alto rendimiento de ADN
de calidad analitica de bacterias Gram negativas
(Ahmed & Dablool, 2017).

Se determind que el método con los mejores
resultados en relacion cantidad/pureza fue el de
extraccion por columna, pero el mismo presenta
la desventaja del costo y un procedimiento mas
meticuloso, necesitando mayor tiempo de proce-
samiento, por el contrario, su principal ventaja es
ofrecer una mejor calidad de DNA.
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Introduccion

Los aditivos alimentarios, definidos como sustancias no consumidas normalmente ni ingredientes
basicos en alimentos, desempefian un papel esencial en la preservacion y calidad de los productos
alimenticios. Estos compuestos, afiadidos intencionadamente con fines tecnologicos durante diversas
etapas de produccién y procesamiento, son vitales para evitar alteraciones bioldgicas y mantener las
caracteristicas de los alimentos. Sin embargo, es importante distinguirlos de contaminantes y sustancias
que mejoran las cualidades nutricionales (Hassan, S. S. M., et. al. 2016)

Entre los aditivos mas comunes se encuentran los conservantes, los cuales protegen los alimentos de
deterioros biologicos como fermentaciones, enmohecimiento y putrefaccion. El uso de conservantes ha
aumentado debido a la preocupacion por el deterioro microbiano, que conlleva implicaciones econdmicas
y de salud. Estos compuestos son cruciales para prevenir la proliferacion de microorganismos,
especialmente hongos y levaduras. Destacan el sorbato de potasio y el benzoato de sodio como
conservantes quimicos ampliamente utilizados (Btaszczyk, A., et. al. 2018)

El benzoato de sodio, un inhibidor de microorganismos como levaduras y bacterias es soluble en agua
y tiene propiedades antisépticas. Su accidon antimicrobiana se basa en intervenciones enzimaticas y su
eficacia varia seglin el pH del medio. Se emplea en alimentos acidos como conservante y se debe tener
en cuenta su interaccion con otros componentes, como la vitamina C, que podria generar compuestos
toxicos (Kuo, K. L., et. al. 2018).

Por su parte, el sorbato de potasio, conocido como E-202, es un conservante que actua como
bactericida y antimicotico. Aunque menos efectivo ante ciertas bacterias que el benzoato de sodio, se
destaca por su seguridad y alta solubilidad. Sin embargo, suu  so debe ser cuidadoso, ya que puede
interactuar quimicamente con otros componentes en los alimentos, generando compuestos potencialmente
cancerigenos (Kuo, K. L., et. al. 2018).

El empleo de estos conservantes debe respetar las concentraciones permitidas por organismos como
la FAO y la OMS, evitando exceder limites que puedan poner en riesgo la salud de los consumidores La
Norma General para los Aditivos Alimentarios CODEX establece un limite de 1000 mg/kg para cada
conservante en mermeladas (Codex Alimentarius. 1995). En este sentido, la comprension precisa de

O
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Figura 1. Estructura molecular del benzoato de sodio. Figura 2. Estructura molecular del sorbato de potasio.
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su uso y efectos es fundamental para garantizar la
seguridad de los productos alimenticios y la salud
de los consumidores.

El objetivo general de este trabajo es evaluar
la presencia y cuantificacion de los aditivos
alimentarios benzoato de sodio y sorbato de
potasio en dos muestras de mermelada comercial
mediante la utilizacion de la cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC).

Materiales y métodos

Se utilizd6 un cromatografo de liquidos de alta
resolucion HPLC Shimadzu modelo DGU-20AS5
E, equipado con bomba cuaternaria, inyector
automatico y detector de fotodiodos PDA. La
separacion cromatografica se efectué mediante una
columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 (150 mm
x 4.6 mm; Sum). Para el control del instrumento
y la deteccion de picos, se empled el software
LC Solution.exe (version 1.0). Las pesadas de
muestras se llevaron a cabo con precision usando
una balanza analitica RADWAG 310.R2 (Polonia).
Para el analisis estadistico, se utilizo el software
Statgraphics Plus version 5.0 (Manugistics, EE.
UU., 2000) y Microsoft® Office 2010.

El analisis cromatografico se realizd en fase
reversa. La fase movil consistié6 en una mezcla
de tampon acetato de amonio (pH = 4.2) y
acetonitrilo en proporcion 80:20. La columna
se mantuvo a una temperatura de 30 °C, y se
inyectaron 20 pL de muestra. La lectura de los
resultados se efectud dentro de un tiempo maximo
de 15 minutos, utilizando una longitud de onda de
225 nm (Sanchez-Hernandez, L., e. al. 2019)

Se inici6 la metodologia con la preparacion de
soluciones patrones de benzoato de sodio y sorbato
de potasio en concentraciones de 1000 mg/L,
diluidas en agua destilada. Ademas, se prepararon
soluciones de 50 mg/L para cada analito, con el
objetivo de identificar sus tiempos de retencion en
el cromatografo.

Posteriormente, se construyd la curva de
calibracion utilizando las soluciones patrones de
1000 mg/L, permitiendo obtener soluciones con
ambos aditivos en concentraciones de 1 mg/L, 10

mg/L, 20 mg/L, 30 mg/L, 40 mg/L, 50 mg/L y 100
mg/L.

Para la obtencion de las muestras, se
seleccionaron de manera aleatoria dos mermeladas
comerciales de guayaba. Se mezclaron 10 gramos
de cada muestra con 46 mL de agua destilada. Tras
homogeneizar en un sonicador y decantar la fase
acuosa, se tomo6 1 mL del extracto y se transfirio
a un matraz aforado de 10 mL, utilizando la fase
movil (Yebra-Pimentel, 1., et. al 2015).

Mediante esta metodologia, se logré la
deteccion y cuantificacion de los aditivos en las
muestras de mermeladas.

Acrénimos: Coeficiente de determinacion
(%R?), nimero de puntos de calibracion (n),
la pendiente de la curva de calibracion (b), el
intercepto de la curva de calibracion (a) desviacion
estandar de la curva de la regresion lineal (So),
limite de deteccion (LD), limite de cuantificacion
(LC), rango dinamico lineal (RDL), (ND) no
detectable.

Resultados y discusion

En este estudio, se genero una curva de calibracion
para los dos conservantes, benzoato de sodio y
sorbato de potasio, presentes en una mermelada
comercial bajo investigacion. Los parametros de
validacion derivados de estas curvas son esenciales
para garantizar la precision y la exactitud del
método analitico utilizado en la evaluacion de

Tabla 1. Parametros de calibracion de la técnica analitica
HPLC.

Calibrados Ben-zoato de Sorba!to de
sodio potasio

Ecuacion de Y=18937*X + Y=69465*X +

la recta 23516 91786

(%) R? 99,9 99,9

n 15 15

b(mg/L) 18937 69465

a 23516 91786

So 15997,5439 43273,1317

LD(mg/L) 2,5343 1,8688

LC(mg/L) 8,4477 6,2294

Sensibilidad 8,4477 0,6229

RDL(mg/L) 8,4477-100 6,2294-100
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ambos analitos en las matrices analizadas.

Los altos valores de % R? (99,9) para ambas
sustancias indican una correlacion muy fuerte entre
las concentraciones conocidas y las respuestas del
detector, lo que sugiere una buena adecuacion
del modelo de calibracion. El nimero de puntos
de calibracion (n) en 15 respalda la robustez del
analisis.

2500000
y = 18937x +23516

2000000 R? = 10,9993

1500000

Areas
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500000

«
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Concentracion mg/L

Figura 3. Curva de calibrado del benzoato de sodio.

Las pendientes de las curvas de calibracion
(b) para benzoato de sodio y sorbato de potasio
son 18937 y 69465 mg/L, respectivamente. Esto
sugiere que para cada incremento unitario en la
concentracion de los analitos, se espera un cambio
en la sefal detectada en estas magnitudes.

Los valores de LD y LC reflejan la sensibilidad
del método. Los limites de deteccion (LD) se
encontraron en 2,5343 mg/L para benzoato de
sodio y 1,8688 mg/L para sorbato de potasio,
mientras que los limites de cuantificacion (LC)
se registraron en 8,4477 mg/L y 6,2294 mg/L
respectivamente. Estos valores bajos indican
que el método es capaz de detectar y cuantificar
concentraciones relativamente bajas de ambos
conservantes en las muestras.

El  analisis también  proporcion6 la
sensibilidad del método, que es importante para
la deteccion precisa de pequefias variaciones
en la concentracion. Para benzoato de sodio, la
sensibilidad es 8,4477 mg/L, mientras que para
sorbato de potasio es 0,6229 mg/L.

En cuanto al rango dindmico lineal (RDL),
los resultados indican que el método puede medir
concentraciones dentro de los rangos definidos
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Figura 4. Curva de calibrado del benzoato de sodio.

para ambos conservantes.

Los resultados obtenidos de la curva de
calibraciéon reflejan una sélida correlacion
y sensibilidad del método empleado para la
deteccion y cuantificacion de benzoato de sodio y
sorbato de potasio en las mermeladas comerciales
analizadas. Estos parametros validan la utilidad
y fiabilidad del método en esta investigacion
y sugieren su potencial para el analisis de otros
productos alimentarios en el futuro.

Enlaevaluacidonde conservantes en mermeladas
comerciales de guayaba los resultados revelaron
diferencias entre marcas que se pueden observar
en la tabla 2.

En el andlisis de las mermeladas comerciales
estudiadas, se observaron diferencias significativas
en el contenido de conservantes. En la muestra
de Marca A, se detectd Unicamente la presencia
de sorbato de potasio, lo que sugiere posibles
variaciones en la formulacién y las técnicas de
conservacion utilizadas por el fabricante. Por otro
lado, en la muestra de Marca B se encontraron
tanto benzoato de sodio como sorbato de potasio,
lo que resalta la diversidad en las estrategias de
conservacion empleadas por diferentes marcas.

Es relevante destacar que la cantidad de

Tabla 2: Contenido de Sorbato de potasio y Benzoato de
sodio en las mermeladas comerciales estudiadas.

Sorbato de

Benzoato de

Benzoato . .

de sodio potasio sodio
(mg/Kg) (mg/Kg)

Marca A 190,5093 ND

Marca B 1535,857 122,3464
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sorbato de sodio en la muestra de Marca B excede
los limites establecidos por la Norma General
para los Aditivos Alimentarios CODEX (Codex
Alimentarius, 1995). Esta norma internacional
de alimentos, respaldada por organismos como la
FAO y la OMS, establece pautas para la seguridad
de los aditivos alimentarios.

Estas variaciones en la composicion subrayan la
importancia de la transparencia en la informacion
proporcionada en los productos alimentarios.
Ademas, resaltan la eficacia del método HPLC
en la identificacion precisa de conservantes en
matrices complejas.

Conclusiones

En el marco de este trabajo de investigacion,
se llevoé a cabo un analisis exhaustivo de dos
muestras de mermelada comercial, con el
objetivo de identificar y cuantificar la presencia
de los aditivos alimentarios benzoato de sodio
y sorbato de potasio. A través de la aplicacion
de la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), se descubrieron notables discrepancias
en la composicion de conservantes entre ambas
muestras, lo que resalta la importancia de una
regulacion solida y efectiva en la industria
alimentaria. Es esencial asegurar la calidad
y seguridad de los productos ofrecidos a los
consumidores. Es relevante destacar que, en
una de las muestras analizadas, se identific6 que
la cantidad de uno de los aditivos superaba los
limites establecidos por las normas, lo que plantea
inquietudes adicionales sobre la conformidad con
las regulaciones en el sector alimentario. Este
estudio refuerza la eficacia del método HPLC en
la identificacion precisa de conservantes en esta
matriz, contribuyendo a la seguridad alimentaria
y alatoma de decisiones fundamentadas tanto por
parte de los consumidores como de la industria.
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Introduccion

La cafeina (figura 1), es un compuesto quimico presente en una amplia variedad de alimentos alrededor
del mundo (Oliveira, C. F., et al. 2017), puede tener tanto efectos positivos como negativos en la salud
humana (Valenzuela, A. 2010). Por lo tanto, es crucial comprender con precision la cantidad de cafeina
presente en los alimentos que ingerimos.

En esta investigacion, exploramos en detalle el contenido de cafeina en diferentes tipos de bebidas
gaseosas de cola y bebidas energizantes. Empleamos la técnica de espectroscopia UV-Visible para medir
la cantidad de cafeina en las mismas (Garcia, R. M., et. al 2019). También comparamos multiples marcas
de cada tipo de bebida para evaluar como se diferencian en términos de contenido de cafeina.

El objetivo principal de este estudio es determinar la concentracion de cafeina presente en las bebidas
de cola y energizantes consumidas por la poblacion de Paraguay. Hemos utilizamos la espectroscopia
UV-Visible para este fin. Esta informacion contribuird a conocer el consumo de cafeina en la poblacion
y sus posibles impactos en la salud.

O las bebidas carbonatadas de cola y las bebidas
C H3 energizantes. Para llevar a cabo este proceso, se to-
maron volimenes precisos de las muestras de estas
H3C ~ N bebidas y se ajustaron para que se ubicaran dentro
N del rango de las curvas de calibracion establecidas
| (Quimicafacil.net. 2019).
/ En el transcurso de este procedimiento, se im-
N plemento la técnica de espectroscopia UV-Visible
O N para llevar a cabo una cuantificacion precisa de
| la cafeina. Se efectud un analisis espectroscopico

C H:3 en el intervalo de longitud de onda de 200 a 400
nanémetros (nm) con el objetivo de identificar la
Figura 1. Estructura molecular de la cafeina. longltud de Onda en la que la Cafeina presentaba

su maxima absorcion. Esta longitud de onda espe-
cifica se determind como 273 nm. La informacion
crucial obtenida se utilizo posteriormente para las
mediciones cuantitativas que se llevaron a cabo en
etapas posteriores del estudio.

Acronimos: Coeficiente de determinacion
(%R?), nimero de puntos de calibracion (n), la pen-

Materiales y métodos

La metodologia empleada se enfoco en el estable-
cimiento de una solucion de referencia de cafeina
con una concentracion de 100 partes por millon
(ppm). A partir de esta solucion, se generd una
curva de calibrado especificamente adaptadas para
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diente de la curva de calibracion (b), el intercepto
de la curva de calibracion (a) desviacion estandar
de la curva de la regresion lineal (So), limite de
deteccion (LD), limite de cuantificacion (LC) y el
rango dindmico lineal (RDL).

Resultados y discusion

De la curva de calibrado se obtuvieron los pa-
rametros de validacion detallados en la Tabla
1. Estos parametros son cruciales para asegurar
la precision y exactitud del método analitico
empleado en la evaluacion de la cafeina en las

Tabla 1. Tabla de los parametros de calibracion de la técnica
analitica UV-Visible.

Calibrados Bebid'as de cola y
energizantes

Ecuacion de larecta  Y=0.0451*X+0.0111

(%) R? 99,9

n 15

b(ng/mL) 0,0451

a 0,0111

So 0,0103

LD(mg/L) 0,6852

LC(mg/L) 2,284

Sensibilidad 0,2284

RDL(mg/L) 2.28-20

matrices analizadas.

Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion
(LC) obtenidos fueron notablemente bajos, lo que
confirma la alta sensibilidad del método propuesto
y su aptitud para la deteccion precisa y cuantifica-
cion del analito en estas diversas matrices.

El coeficiente de determinacion (% R?) alcanzd
un valor del 99%, indicando una excelente linea-
lidad dentro del rango estudiado.

Ademas, se evaluo la sensibilidad del método
analitico a través de la relacion entre la sefial
instrumental y la concentracién del analito en el
rango lineal. La Figura 1 ilustra de manera clara
la relacion entre las concentraciones de cafeina
y las respuestas instrumentales en las curvas de
calibracion.

Con la curva de calibrado realizada, proce-
dimos con las lecturas de muestras siguiendo la

Linealidad_Cafeina

g; y=0,0451x+ 0,0111 i
807 RZ= 0,999 ol
£ 0,6
€0 e
-,g 0,5 g
_.'f' 0,4 °
< 0,3

0,2 °

0,1

0
0 5 10 15 20 25

Concentracién mg/L

Figura 1. Curva de calibrado de la Cafeina en bebidas.

metodologia establecida. Inicialmente, se reali-
zaron los ensayos con las bebidas carbonatadas y
posteriormente las bebidas energizantes, logrando
asi obtener las concentraciones de cafeina en estas
bebidas. Estas concentraciones se expresan en
miligramos por litro (mg/L).

La Tabla 2 enumera las marcas de las bebidas
sometidas al analisis, junto con sus respectivas
concentraciones y un promedio, que luego se
compara con el grafico de la Figura 3.

De acuerdo a la Tabla 2, podemos observar
los niveles de cafeina en las bebidas de cola
carbonatadas y en las bebidas energizantes para
varias marcas. Los datos promedios indican que el
contenido promedio de cafeina en las bebidas de
cola carbonatadas es de aproximadamente 375.4
mg/L, mientras que en las bebidas energizantes es
de aproximadamente 458.0 mg/L.

Tabla 2: Contenido de cafeina en las diferentes marcas de be-
bidas de cola carbonatadas y bebidas energizantes analizadas.

Marcas Bebidas de cola Bebidas
carbonatadas energizantes
(mg/L) (mg/L)
Marca A 3552 376.,8
Marca B 412,3 445,6
Marca C 284.,8 499.,9
Marca D 456,1 468.,9
Marca E 358,0 498.,8
Marca F 342,5 -
Marca G 330,8 -
Marca H 462,8 -
Promedio 3754 458.,0
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COMPARACION DE CAFEINA PROMEDIO

PRODUCTOS

Bebidas de cola

0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0

Concentracién Cafeina mg/mL

Figura 3. Comparacion de los promedios de las diferentes
bebidas analizadas.

Esta diferencia en los promedios sugiere que las
bebidas energizantes tienden a tener un contenido
ligeramente mas alto de cafeina en comparacion
con las bebidas de cola carbonatadas. Esto puede
atribuirse a la formulacion y al proposito principal
de estas bebidas.

Las bebidas energizantes estan especificamente
disenadas para proporcionar un impulso de ener-
gia y, por lo tanto, suelen contener ingredientes
estimulantes como la cafeina en concentraciones
mas altas. Es recomendable para los consumidores
que estén conscientes de los niveles de cafeina en
las bebidas que consumen y que sigan las reco-
mendaciones de consumo moderado. El exceso de
cafeina puede tener efectos adversos para la salud,
especialmente en individuos sensibles o cuando se
consumen en grandes cantidades.

Conclusiones

Este estudio resalta la importancia fundamental de
la espectroscopia UV-Visible como herramienta
confiable para la precisa cuantificacion del con-
tenido de cafeina. Ademas, pone de manifiesto las
notables disparidades encontradas en los niveles
de cafeina entre distintas marcas de bebidas. La
informacion derivada de este estudio puede ser de
gran utilidad tanto para los consumidores como
para la industria alimentaria, al fomentar deci-
siones informadas sobre el consumo de cafeina
y alentar posibles mejoras en la formulacion de
productos.
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Introduccion

Los alimentos procesados son aquellos que han cambiado su estado natural por métodos como la congela-
cion, la deshidratacion, la molienda, el enlatado y la mezcla con otros alimentos (FAO, 2020). El pescado
es uno de los alimentos enlatados mas consumidos, por su alto contenido de proteina, su bajo contenido
de grasa saturada y su contenido de 4cidos grasos omega beneficioso para la salud (Silva et. al., 2018;
Popkin. B., P.,2020; Gonzalez Y, Palomino C, Calderin A. 2014). Sin embargo, el pescado también puede
contener metales pesados, que son contaminantes del medio marino asociado a la actividad humana, que
pueden causar problemas de salud graves si se ingieren en exceso (Jimenez, 2012; Salcedo et al., 2017).

Segtn la OMS, el mercurio es uno de los diez productos quimicos que mas problemas de salud pua-
blica causan. La Autoridad Europea para la Seguridad Alimentaria (EFSA) fija un limite semanal de 4
png Hg/kg de peso corporal. La principal preocupaciéon son las formas organicas de mercurio, como el
metilmercurio ejerciendo efectos sobre el cerebro. Asimismo, puede ser toxico para los sistemas nervioso,
inmunoldgico, digestivo, respiratorio, renal, la piel y los ojos (Food Safety Authority of Ireland, 2009).
En Paraguay es escasa la informacién acerca de la presencia de mercurio en peces enlatados y cuyo dato
es relevante, ya que el Paraguay importa dichos productos debido a la carencia de costas sobre el mar,
la cual lo hace mas vulnerable.

El objetivo de este trabajo fue la de realizar un monitoreo base acerca de la presencia de mercurio en
muestras de peces enlatados, comercializados en un Supermercado local de San Lorenzo.

Materiales y métodos
Seleccion de muestras

Fueron seleccionadas 10 marcas distintas de atiin enlatado (en aceite y en agua), siguiendo un muestreo
al azar de diferentes marcas, comercializadas en un supermercado de la ciudad de San Lorenzo, los
cuales fueron etiquetados y codificados adecuadamente. Las muestras fueron derivadas al Laboratorio

de Instrumental para el analisis de mercurio total.

Pretratamiento de muestras

Las muestras fueron separadas de cualquier liquido
(Fig. 1), tomando la porcion comestible. Fueron
pesados, 1 gramo de cada muestra (por triplicado)
en sendos erlenmeyer de 100mL.

Luego, fueron adicionados 3 ml de HNO,

Fig.1: Muestras de peces enlatados libre de liquido de cobe- (c) y se dejo en reposo por 24h. A continuacion
rtura. ’
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Figura 2. Muestras a posterior de su digestion acida.

fueron digeridas sobre placa calefactora hasta la
evaporacion del exceso de acido; el extracto acido
obtenido fue nuevamente digerido con H,O, (¢) y
agua destilada hasta la formacién de una solucion
amarillo palido.

Finalmente, las mismas fueron filtradas por
papel de filtro y ajustadas a volumen determinado
en matraces aforados y transferidos a frascos de
plasticos (Fig. 2).

A fin de corregir cualquier aporte o interferencia
ocasionada por el proceso, se llevo a cabo un blanco
en ausencia de la muestra.

Figura 3. Desarrollo de color - Ditizonato de Mercurio (II).

Resultados y discusion

En este estudio, todas las muestras remitidas para
su analisis se encontraban por debajo de los limites
(Tabla 1) establecidos en Mercosur/GMC/Res. N°
12/11, 2011 en lo que refiere a inocuidad (Hg 1
mg.Kg ! sobre peso fresco), considerando el Limite
de Deteccion del Método (LDM=1,00 mg.Kg™")
obtenido de la curva de calibrado de los estandares
de trabajo, a partir de la Ecuacion de la recta:

DO = 0,3844[Conc] + 0,219

donde
 DO: Absorbancia de las muestras
(uAbs);

* Conc: Concentracion de las soluciones
estandares (ug.mL'). La ecuacion
demostro ser lineal con un R? de 0,994

Cabe mencionar que el atin es un pez predador
biomagnificante (Scott et al, 2012) y estos resulta-
dos demostraron que cumple con la normativa para
este elemento, pero ello no significa que no sea un
riesgo, ya que existen tecnologias instrumentales
mas sensibles y los cuales detectan menores con-
centraciones de mercurio.

Identificacion Resultado
(mg.kg™)
Enla P 01 <1,00
Enla P 02 <1,00
Enla P 03 <1,00
Enla P 04 <1,00
Enla P 05 <1,00
Enla P 06 <1,00
Enla P 07 <1,00
Enla P 08 <1,00
Enla P 09 <1,00
Enla P 10 <1,00

Tabla 1: Resultado de analisis - Hg/enlatado.

Conclusiones

En este estudio, se evalud la presencia de mercurio
en peces enlatados, donde los resultados obtenidos
revelaron que las muestras analizadas de peces en-
latados presentaron niveles de mercurio por debajo
de los limites establecidos por las regulaciones ali-
mentarias regionales (MERCOSUR). La ausencia
de deteccion de mercurio en las muestras de peces
enlatados (Atin) es un indicio alentador de que las
précticas de produccion, manipulacion y enlatado se
encontraron dentro de las Buenas Practicas de En-
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vasado, segiin Jiménez L, 2010 a fin de mantener la
concentracion de mercurio en niveles controlados.
Esto resulta crucial para salvaguardar la salud de los
consumidores y garantizar la seguridad alimentaria.

Es importante demostrar la calidad en el monito-
reo continuo y la implementacion de estrategias de
control de calidad en la industria alimentaria para
mantener esta situacion favorable. La deteccion
temprana de cualquier aumento en los niveles de
este elemento permitira adquirir medidas preven-
tivas y correctivas a fin de evitar la exposicion
no deseada de los consumidores a esta sustancia
potencialmente dafiina.
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Introduccion

La nuez de macadamia (Macadamia integrifolia) es originaria de Australia donde se extendio a regiones
tropicales de América y Africa. La introduccion de esta especie en Paraguay se inicié en 1964 aproxi-
madamente, en la zona de Amambay, distribuyéndose como cultivo en las zonas de los departamentos
de Alto Parana, Itapta, Central, Cordillera, Concepcion. (Armadans, 2009). Los productos de nueces
mas populares son en su forma tostada, sin embargo, el bajo consumo de estos frutos secos es debido a
la dificultad de eliminar la cascara (Chen et al., 2014). Actualmente en el mercado, no existen bebidas
vegetales a base de este fruto de forma industrializada. La bebida de nuez, que generalmente se produce
en presencia de estabilizadores para una mejor homogeneizacion, se consume cada vez mas debido a sus
propiedades nutricionales y funcionales (Alvarez, 2021).

El objetivo de este trabajo fue realizar una caracterizacion proximal de los frutos secos para conocer
su contenido de proteinas, grasas, acidos grasos, etc. para la elaboracion de estas bebidas

Materiales y métodos

Se realiz6 una seleccion de 2 sub-lotes de semillas empaquetadas al vacio provenientes de la ciudad de
San Joaquin departamento de Caaguazu, conteniendo 10 semillas cada una, las cuales fueron pesadas en
balanza analitica para calcular su peso promedio. También se trabajo con 2 sub-lotes de semillas para la
medicion de longitud transversal a medicion milimétrica.

La humedad se cuantificé mediante desecacion en estufa a temperatura de 105°C hasta peso constan-
te de acuerdo con las normas AOAC, 952.08; (1990). Las cenizas se determinaron por calcinacion en
mufla a 550°C de temperatura, hasta la obtencion de cenizas blancas y peso constante (AOAC, 938.08;
1990). Las proteinas se determinaron por el método Kjeldahl usando el factor de conversion 5,7 (AOAC,
24.027; 1984). Se realiz6 la determinacion de Grasas por el método de Randall (AOAC, 1990) y los
lipidos fueron extraidos y cuantificados por el método de Bligh y Dyer (1959). El contenido de hidratos
de carbono se calculo por diferencia.

El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica se llevé a cabo mediante metilacion alcalina en frio
de los mismos y posterior cromatografia gaseosa (ISO 12966-2:2011). Se utiliz6 un equipo Shimadzu®
GC-2010 acoplado a un espectrometro de masas GCMS-QP2010 plus, equipado con inyector Split/
Splitless e inyector automatico AOC-204i, se utiliz6 una columna capilar Supelco® Omegawax 320 (30m
x 0,32mm x 0,25 um) y Split 100:1

Resultados y discusion

Se evaluaron dos lotes de nueces de macadamia, con respecto del tamafo de fruto, se obtuvo valores
que variaron en el rango de 2,17- 2,22 g/nuez de peso promedio mientras que el diametro fue de 1,56 cm

IIT CONGRESO PARAGUAYO DE QuimicA PURA Y suS APLICACIONES


mailto:strinidad@facen.una.py

Rep. cient. FACEN Vol. 15, Supl. A (Abril 2024) 157

Tabla 1: Composicion del analisis proximal de los frutos de Nuez de
Macadamia, segundo lote. Los valores corresponden a la media de 2
determinaciones (n=2). Donde se refiere a %H porcentaje de Hume-
dad, %CE porcentaje de cenizas, %PROT porcentaje de proteinas,
%G porcentaje de grasas y %H.C porcentaje de hidratos de carbono.

Nuez % %C %PRO %G %H.C
H E T

Lotel 2,0 1,02 7.1 65,6 24,34
3

Lote2 1,2 147 8,82 73,5 24,34
1 2

parael lote 1, y 1,58 cm para el lote 2. Estos datos
son ligeramente inferiores a los valores reportados
por Monaghan, 2008 para el mismo cultivar. Los
analisis proximales de los frutos del presente trabajo
se describen en la Tabla 1.

Humedad, %CE porcentaje de cenizas, %PROT
porcentaje de proteinas, %G porcentaje de grasas y
%H.C porcentaje de hidratos de carbono.

De acuerdo con la United States Department
of Agriculture, USDA (2009) los contenidos de
humedad, cenizas, proteinas, lipidos y azicar en
las nueces de macadamia varian entre 1,4 — 2,1;
1,1-1,2;7,9-8,4; 66,2758y 1,4 —4,6%, res-
pectivamente.

La humedad, es coincidente con el rango de 1,7-
2,6% establecido por Monaghan (2008) para nueces
de macadamia, y los datos reportados por USDA
(2009). Por otro lado, es ligeramente inferior al
2,10% reportado por Freitas, (2010) y a los valores

reportados por Mora et al., (2012) para el estudio
de distintos cultivares. Las cenizas establecidas en-
tre aproximadamente el 1 a 1,5% son coincidentes
con datos reportados por otros autores (Monaghan,
2008; Freitas, 2010; Maro et al., 2012).

Respecto del contenido proteico, los valores
obtenidos para ambos lotes se encontraron en el
rango de 7 al 9% aproximadamente. Estos datos
estan de acuerdo con algunos reportes de trabajos
previos (Venkatachalam y Sathe 2006; Schlérmann
etal., 2015). Sin embargo, Moodley et al., (2007) y
Joshi etal., (2015) informaron valores superiores de
aproximadamente el 13%. Por otra parte, Maro et
al., (2012) informaron contenidos de proteinas de 8
a20%, aduciendo que dichas diferencias se deben a

los distintos cultivares. En general, se puede inferir
que la nuez de macadamia es una buena fuente de
proteinas, y reportes previos establecen que contie-
ne cantidades adecuadas de todos los aminoacidos
esenciales para las necesidades nutricionales de
nifios y adultos (Freitas, 2010). Las muestras ana-
lizadas en el presente estudio mostraron diferencias
significativas en el contenido de lipidos entre lotes.
El porcentaje obtenido en el lote 1 esta dentro del
rango informado por Wall, (2010) y Monaghan,
(2008) mientras que el segundo lote arrojo mayor
contenido. Este dato es similar al rango de 69-78%
observado por Kaijser et al., (2000) para cuatro
cultivares de macadamia. Por otro lado, solo un
contenido del 59% del aceite fue informado por
Maguire et al., (2004).

Las diferencias podrian deberse a la ubicacion
de origen ya que factores ambientales y horticolas,
como la temperatura, el estrés hidrico y la fertilidad
del nitrégeno afectan la acumulacion de aceite du-
rante la maduracion de la nuez (Stephenson 1986,
Stephenson et al., 2003, Stephenson et al., 2000).
Rodriguez et al., (2013), reportaron valores de
carbohidratos de 19,1 g/100g, ligeramente supe-
riores en comparacion con este trabajo (7.95-11.89
g/100g) pero en su determinacion incluyeron la
fibra dietética. Por otro lado, Wall y Gentry, (2007)
informaron que en las nueces de macadamia de la
isla de Hawai, el contenido total de carbohidratos
analizados por HPLC no excedia 5.6 g/100g, y no
contenian cantidades significativas de almidon. Me-
reles et al., (2017) arrojaron datos de carbohidratos
en el rango de 7 a 11%. En el presente estudio, el
contenido de carbohidratos difiere considerable-
mente entre ambos lotes. Con respecto al perfil
de acidos grasos de la fraccion lipidica nuez, se
presenta en la Tabla 2 donde puede observar que
el contenido de acido oleico es el mas alto. Estos
resultados son ligeramente superiores con respecto
a lo obtenido por Mereles et al.; (2017), que repor-
taron datos de 3 cultivares de nueces de Macadamia
cultivadas en Paraguay.

Dentro de los acidos grasos, se destaca el conte-
nido de acido palmitico seguido del estearico. Los
acidos grasos monoinsaturados (MUFAs) fueron los
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Tabla 2. Perfil Lipidico del aceite de Nuez de Macadamia.

, Lote 1 Lote 2

Acido Graso Media SD Media SD
14:0 Miristico 0,43 0,01 0,3 0,21
15:0 Pentadecanoico 0 0 0
16:0 Palmitico 7.91 0,12 8,34 0,37
17:0

Heptadecanoico 0.1 0,05 0,12 0,05
18:0 Estearico 4,81 0,23 4,2 0,25
20:0 Araquidico 3,29 0,11 3,12 0,47
22:0 Behenico 1,01 0,06 0,91 0,06
p2 17,55 0,58 16,99 141
16:1 Palmitoleico 17,53 0,97 17,82 0,37
17:1 10-

Heptadecenoico 0 0 0 0,02
18:1n9c+t Oleico 49,94 1,13 50,08 13
20:1 11-Eicosenoico 1,58 0,21 1,54 0,24
22:1n9 Erucico 0 0 0 0

z 69,05 231 69,44 1,93
18:2n6¢ Linoleico 5,93 0,35 6,64 0,2
18:3n6 g-Linolenico 0,23 0 0,28 0,04
18:3n3 Linolenico 2,68 0 2,39 0,17
é(i)i)sadienoic; L 0 0 0 0
lzi?c‘f)rs]zftrienoico 0,75 0,02 0,51 0,01
ior:l‘:g donico 381 003 375 0,13
20:5n3 EPA 0 0 0 0
22:6n3 DHA 0 0 0 0

z 13,4 04 13,57 0,55
Total 100 100

preponderantes logrando valores cercanos al 70%,
destacandose el contenido de oleico y palmitoleico.
Mereles et al., (2017) reportaron preponderancia
de MUFA (49.4-58.7 mg / 100 g), principalmente
oleico (34.5-47.0 mg / 100 g) y palmitoleico (7.1-
12.8 mg /100 g).

Conclusiones

Durante el analisis y caracterizacion de los frutos
de nuez de macadamia, hemos obtenido resulta-
dos sumamente interesantes. El conocimiento del
contenido nutricional de estos frutos reviste gran

importancia para nuestro pais, ya que a partir de
estos analisis podriamos desarrollar alimentos de
interés industrial, especialmente bebidas vegetales.
Es importante destacar que el cultivo de nuez de
macadamia no es muy comun en nuestra region.

En cuanto al contenido proteico, los frutos pre-
sentaron valores nutricionales adecuados. Ademas,
el analisis de los acidos grasos reveld que estos
frutos son especialmente ricos en acidos grasos
monoinsaturados, como el acido palmitico seguido
del estearico. Cabe mencionar que se llevo a cabo
un analisis especifico para detectar la presencia de
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) como el EPA
y el DHA, los cuales no fueron encontrados. Esta
informacion resulta relevante para el desarrollo de
bebidas vegetales enriquecidas con estos acidos
grasos.

Esperamos poder continuar con estos analisis,
comparando cultivos provenientes de distintas re-
giones del pais. De esta manera, podremos analizar
si existen variaciones en funcion de la ubicacion
geografica y el tipo de cultivo. En el presente
estudio se analizo la variedad HAES 344, pero es
importante destacar que existen mas de 5 variedades
de nuez de macadamia a nivel mundial, de las cuales
3 se encuentran en Paraguay.
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Introduccion

Desde 2014, en la octava reunion del Comité del Codex sobre Contaminantes de los Alimentos, se
acordo elaborar un Codigo de practicas para prevenir y reducir la contaminacion del arroz por arsénico.
Las concentraciones de As inorganico en arroz han sido reportadas en varias latitudes a nivel mundial,
sin embargo, a nivel regional, pocos informes se han centrado en la cuantificacion de arsénico en arroz,
y la mayoria de ellos utilizan métodos instrumentales no disponibles en muchos laboratorios oficiales de
analisis de contaminantes como el ICP-Ms/Ms.

Con miras a apoyar a la inocuidad alimentaria, y al establecimiento de normas regulatorias en el tema
a nivel internacional (Codex alimentarius), existe un interés conjunto del sector productivo, regulatorio
y académico, de conocer la linea de base sobre el contenido de arsénico en arroz producido en Paraguay.
Recientemente la Res. MERCOSUR GMCNo. 18/21 establece el Limite Maximo (LM) de arsénico
en arroz descascarillado 0,35 mg/kg y en arroz pulido 0,2 mg/kg. En ambos casos, el LM establecido
corresponde a As inorganico. De todas maneras, se contempla como aceptable realizar el anélisis de
arsénico total, ya que resulta un ensayo menos complejo y mas econdmico, y si este valor ya es menor
al establecido en la normativa, no es necesario realizar el ensayo de especiacion para anlizar el arsénico
inorganico. Por el contrario, si el valor hallado para el arsénico total es superior al valor establecido, se
debera realizar el ensayo de arsénico inorgénico.

El objetivo del presente trabajo fue optimizar una metodologia para la cuantificacion de arsénico total
en muestras de arroz pulido y descascarillado comercial, provenientes de molinos arroceros ubicados
en la cuenca del rio Tebicuary, utilizando un método de espectroscopia de absorcidén atdmica dellama
con generacion de hidruros (AAS-HG) y proponer dos métodos de digestion; seca en mufla y himeda
con extraccion asistida por microondas con la consecuente descripcion de sus parametros de desempefio
analitico.

Materiales y métodos

El trabajo tuvo un disefio analitico para la descripcion de pardmetros de desempeiio de ambos métodos
de cuantificacion y un muestreo

Muestreo: Se tomaron muestras de arroz pulido (n=3) y descascarillado (n=3) de 3 molinos ubicados
en la cuenca del Rio Tebicuary para la cuantificacion de arsénico por los métodos propuestos, de la
cosecha 2021.

El tratamiento de las muestras consistié en dos tipos de digestion; 1) Digestion acida en presencia de
persulfato de potasio por calcinacion en mufla, basados en el Método oficial A.O.A.C. 972.15.2) Digestion
acida con HNO3 65% p.a. libre de As (EMSURE ISO 1.00456.2500), basados en el método propuesto
por el proveedor del equipo microondas CEM, Mars 2 con el fin de seleccionar el método con mejores
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Figura 1. Niveles de arsénico total en muestras de arroz pulido y descascarillado por el método de digestion asistida por
microondas y cuantificacion por EAA-GH. Los valores estan expresados como promedio + DE. En cada columna, letras
minusculas diferentes indica diferencia estadisticamente significativa (ANOVA y Test de Tuckey post test, p<0,05).

parametros de desempefo para la cuantificacion
de As total en un equipo AAS-HG (Shimadzu,
Japan). Los parametros de desempefio fueron
definidos conforme a los criterios de validacion
de MAPA/LANAGRO/SDA (2011), se realizaron
pruebas de precision, exactitud, linealidad, limites
de deteccion y cuantificacion. La exactitud se
determind utilizando un material de referencia
Milk powder (TET010RM) proveido por FAPAS
(Sand Hutton, York. YO41 1LZ. Reino Unido).
Se realizo la cuantificacion de arsénico total por
el método de estandar externo con una solucioén
comercial estandar de arsénico (1000 mg.L"! como
AsO3 en 2% HNO3) proveido por Certipur ®
(Darmstadt, Alemania) por los dos métodos de
digestion en muestras de arroz comercial.

Acronimos

ICP-MS: Espectrometria de masas con

plasma acoplado inductivamente.
Asi: arsénico inorganico.
EAA: Espectrometria de Absorcion atomica.

LM: Limite maximo para contaminantes en
alimentos.

Resultados y discusion

Parametros de desempefio de los métodos

propuestos:

* Método de digestion 4cida en mufla:
Se obtuvieron buenos pardmetros de
desempefio en las muestras de arroz
pulido y descascarillado; linealidad 50-
300 pgAs.Kg-1 (1=0,99), LOD=18 pg/
Kg y LOQ=58 ngAs.Kg-1, precision
RSD<15%, y exactitud >80%.

e Método de digestion asistida por
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microondas: mostr6 muy  buenos
parametros de desempefio en las muestras
de arroz pulido y descascarillado;
linealidad 0,2-10 ng/mL, exactitud
>95% en ambas matrices de arroz;
pulido (95,542,7%) y descascarillado
(1004£4,6%), precision (RSDr= 2,89%
en arroz pulido y RSDr= 2,17% en arroz
descascarillado), LOD 18 pg/Kg y LOQ
54 ng/Kg.

Conforme a los resultados de los parametros
de desempefio de los métodos ensayados, se
sugiere el método 2 con digestion asistida por
microondas como el mas sensible, preciso y
exacto, para la cuantificaciéon en muestras de
arroz, cuyos resultados se presentan en este
trabajo. En las muestras se observaron niveles
variables de arsénico total; 155- 177 pg As/Kg
en el arroz pulido y 241- 346 pg As/Kg en arroz
descascarillado (Fig. 1).

En Argentina se ha reportado en arroz 87-316
ng/Kg y en los productos a base de arroz 52-201
png/Kg, en el rango de los valores observados en
este estudio (1). Es de notar que no se observaron
muestras blanco de arroz, ya que en todas las
muestras tanto comerciales como muestras
proveidas de los lugares deproduccion se
detecttd la presencia de arsénico en las muestras
tanto de arroz pulido como descascarillado.
Esto propicié a que los analisis del limite de
deteccion y cuantificaciéon se realice por el
método de la curva de calibracién a los puntos
mas bajos y no utilizando un blanco de matriz.

Si bien estos resultados demostraron la
presencia de arsénico total todas las muestras
analizadas, los mismos no superan los limites
maximos establecidos para Arsénico inorgdnico
a nivel internacional en la region, igual a 300
pgAs.Kg! en arroz (MERCOSUR/GMC/RES.
N° 12/11). Sin embargo, son relevantes para
delinear sistemas de monitoreo y estrategias
de reduccion de este contaminante mediante
la estandarizacién del proceso de produccion
y pulido del arroz producido en Paraguay,
generando guias de buenas practicas de

manufactura, lo que incluiria el monitoreo del
agua de riego y los suelos de cultivos en la
region.

Conclusiones

El método con mejores parametros de
desempefio para la cuantificaciéon de arsénico
total en muestras de arroz comercial pulido y
descascarillado, fue el de digestion asistida
por microondas y posterior cuantificaicon por
EAA-GH el cual presentd mejor precision y
exactitud. Sin embargo, el método de digestion
acida en mufla puede ser una opcion para la
cuantificaicon de arsénico siempre y cuando se
apliquen las correcciones de la incertidumbre
del método, establecidas en una validacion
previa en el laboratorio, ya que es un método
mas accesible para la mayoria de los laboratorios
analiticos. Esta investigacion sienta las bases
cientificas para seguir con estudios que puedan
medir los niveles de contaminacion por arsénico
en el arroz, ya que hasta ahora, la informacion
en este sentido ha sido limitada a nivel pais, lo
que impide sentar posturas en lasnegociaciones
internacionales en cuanto al establecimiento
de los limites maximos, las cuales deben estar
basadas en informacion cientifica de rigor, a
través de metodologias validadas con parametros
de desempefio adecuados del método analitico.
El establecimiento de esta metodologia
constituye una herramienta fundamental para
delinear trabajos de investigacion relevantes
en este sentido, y potenciar el comercio de
este producto, en el marco de la seguridad
alimentaria.
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Introduccion

La Diabetes Mellitus es una enfermedad caracterizada por valores anormales de glucosa en sangre, y
la mayor tasa de afectados (aproximadamente 90 al 95% de los diagnosticados) presentan diabetes del
tipo II (Dirir et al., 2021). Entre los tratamientos para esta enfermedad se encuentran los inhibidores de
la a-glucosidasa como la acarbosa, voglibosa y el miglitol (Dirir et al., 2021), los cuales suprimen la
accion de dicha enzima retrasando la absorcidon de azlcares, disminuyendo asi la glucosa plasmatica
posprandial (Song, Teng & Zhu, 2020). Sin embargo, dichos medicamentos son prescriptos a largo plazo
causando diversos efectos secundarios (Phan et al., 2013; Dirir et al., 2021).

Por otro lado, en pacientes diabéticos, los hongos patégenos como Candida albicans pueden ser
causantes de infecciones invasivas que derivan en hospitalizaciones e incluso la muerte (Dewi et al.,
2022). Ademas, la aplicacion prolongada e inadecuada de antifingicos han favorecido la aparicion de
hongos farmacorresistentes (Kainz et al., 2020). Es por ello que las investigaciones se han centrado en
la busqueda de compuestos naturales bioactivos (Phan et al., 2013; Dirir et al., 2021). En este sentido,
Eugenia myrcianthes Nied, es un arbol nativo de Paraguay conocido como Yva hdi y cuyas hojas son
empleadas tradicionalmente como hipoglucemiante (Pin et al., 2009).

Por lo descrito anteriormente, el objetivo de este trabajo fue evaluar las actividades hipoglucemiante
y antifungica in vitro de las hojas de E. myrcianthes.

Materiales y métodos
Recoleccion e identificacion de la planta

Las hojas de E. myrcianthes fueron colectadas en el Jardin Botanico y Zooldgico de Asuncion, con
coordenadas geograficas 25° 15' 6.32" S - 57° 34' 2.07" O. La identificacion taxondmica fue realizada
en el Laboratorio de Analisis de Recursos Vegetales de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de
la Universidad Nacional de Asuncion y un ejemplar fue depositado en su herbario como L. Grau 4980.

Preparacion de las fracciones a partir del extracto crudo etanélico

Las hojas de E. myrcianthes se deshidrataron a temperatura ambiente y luego con un molino manual se
molieron hasta obtener un polvo fino. A continuacion, 500 g del polvo se maceraron en etanol al 96%
durante 7 dias, se filtro por gravedad y se concentr6 utilizando un evaporador rotatorio para obtener asi
el extracto etandlico crudo.

Se afiadié hexano al extracto etandlico crudo, obteniéndose una fraccion de hexano (FH) y un residuo
insoluble. Posteriormente, se anadio agua a este residuo y se sometio a extraccion liquido-liquido con
cloroformo, para obtener las fracciones acuosa (FA) y cloroformica (FC) respectivamente. Luego, las
fracciones hexanica y cloroférmica se llevaron a rotavapor y la acuosa se liofilizdé durante 7 dias para
obtener los solidos que se emplearon en la evaluacion de las actividades.
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Actividad hipoglucemiante

Para evaluar la actividad hipoglucemiante de las
fracciones se utilizé el método de la inhibicion
de la enzima o-glucosidasa (Saccharomyses
cerevisiae, Sigma Aldrich). Dicha enzima actia
en la hidrélisis de carbohidratos para generar
monosacaridos absorbibles (Phan et al., 2013)
y cuando reacciona con el p-nitrofenil-a-D-
glucopiranosido (p-NPG) se obtiene el p-nitrofenol
de coloracion amarilla cuya densidad optica puede
ser medida (Lankatillake et al., 2021). Se empleo
la técnica descrita por Somteds et al., (2022),
para ello se prepararon soluciones de distintas
concentraciones en DMSO (5% en buffer fosfato
pH=6,8), (2500, 1250, 625,312, 156 y 78 ng/mL)
de las fracciones, como control positivo se utilizo
acarbosa (100 pg/mL) y como control negativo
solo el buffer. El ensayo se realizo por triplicado
y las absorbancias fueron medidas en un lector
de microplacas a 405 nm para calcular el % de
inhibicion.
Abs blanco—Abs muestra

% Inhibicion = Abs blanco

x 100

Donde:
Abs blanco = absorbancia (enzima + p-NPG
+ Na,CO,

Abs muestra = absorbancia (muestra +

enzima + p-NPG + Na,CO,)
p-NPG= 4-nitrofenol-a-D-glucopiranoésido

Na,CO,= carbonato de sodio.

Actividad antiflingica

Para la evaluacion de la actividad antifingica se
utilizé el método de microdilucion en placa por
observacion visual, siguiendo los lineamientos
establecidos por el NCCLS M27-A2 (NCCLS,
2002) para hongos. Se utilizo la cepa de C.
albicans (ATTC 10231), las concentraciones de
las fracciones ensayadas fueron de 2500 a 78 g/
mL, disueltas en agua destilada estéril y DMSO
a 0,5%. Se realizaron los siguientes controles:
control positivo se empled Nistatina (1000 a 31,25
ug/mL); control de esterilidad: caldo RPMI sin

inoculo, control negativo: caldo RPMI + Agua
destilada estéril + DMSO a 0,5% sin indculo
fungico. El ensayo se realizd por triplicado
y para corroborar la presencia/ausencia de
crecimiento fingico se sembro alicuota de 10 pL
de las mayores concentraciones de los extractos
inoculados en placas de Petri con agar Sabouraud
dextrosa y se volvio a incubar por 24 horas a 35°C
para posterior lectura de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC).

Resultados y discusion
Actividad hipoglucemiante

No se observo efecto inhibitorio en las fracciones
FH y FC a las concentraciones ensayadas. Por el
contrario, la fraccion FA a 2500 pg/mL presento
un efecto del 14,9 + 2,9% como se muestra en la
Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de la inhibicion de la enzima
a-glucosidasa. [C]= concentracion, %I= porcentaje de
inhibicion, FA= fraccion acuosa, FC= fraccion cloroférmica,
FH= fraccion hexanica y ND= No detectado.

Muestra [C] (ng/mL) % 1

FA 2500 14,9+2.9
FC 2500 ND

FH 2500 ND
Acarbosa 100 74,5+4,0

La actividad de la fraccion FA puede
considerarse como una inhibicién leve, debido
a que los extractos con alta actividad presentan
efectos mayores al 50% a bajas concentraciones
(Lopez, Aguilar & Dublan, 2014). Ademas, para
que un extracto crudo sea considerado como
buen hipoglucemiante, éste no debe superar a 8
veces la concentraciéon de un hipoglucemiante
comercial como la acarbosa (Cueva, 2007) que a
la concentracion ensayada (100 pg/mL) presentod
una inhibicion del 74,5%.

Por el contrario, las fracciones acuosa y
hexénica obtenidas a partir del extracto etanolico
de la pulpa de Eugenia dysenterica DC, registraron
una concentracion inhibitoria media (IC, ) igual a
18 pg/mL y 440 pg/mL respectivamente (Justino
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et al., 2020).

En Paraguay el extracto hidroalcohodlico
de las hojas de Yva hdi redujo la glucemia en
ratas diabéticas normales y en las inducidas por
aloxano, y se sugirio que la inhibicion de la enzima
a-glucosidasa podria ser el mecanismo (Rodriguez,
Loyola & Schmeda, 1992). En el presente trabajo,
las hojas no presentaron actividad, por tanto, el
mecanismo de accidn es otro, o la diferencia del
método de extraccion influyo en los resultados.

Actividad antiflingica

En la Tabla 2 se puede observar que ninguna de
las fracciones fue activa frente a C. albicans en las
concentraciones ensayadas.

Tabla 2: Concentracion Inhibitoria Minima de las fracciones
de Eugenia myrcianthes y nistatina frente Candida albicans
(ATCC 10231). CIM: Concentracion inhibitoria minima, Nis:
Nistatina. FA: fraccion acuosa, FC: Fraccion cloroférmica y
FH: Fraccion hexanica.

CIM (pg/mL)
Microorganismo FA FC FH Nis
C. albicans > > > 31,25
2500 2500 2500

La fraccion hexanica obtenida de las hojas de E.
myrcianthes en Brasil presento actividad fungicida
contra C. albicans a 125 pg/mL (Batalhdo, 2014).
Sin embargo, la diferencia de factores bidticos y
abidticos existente entre las regiones y del método
de fraccionamiento, pueden influir en la variacion
de los metabolitos secundarios presentes afectando
asi las actividades bioldgicas de las mismas (Shih
& Morgan, 2020).

Por otra parte, la infusion y decoccion de las
hojas de E. unmiflora también fueron inactivas
frente a C. albicans (Schapoval et al., 1994).

Conclusiones

Los resultados de la inhibicion de la enzima
a-glucosidasain vitrono pudieron corroborar suuso
tradicional como hipoglucemiante; sin embargo,
esto puede deberse a que no es el mecanismo de
accion con el que presenta dicha actividad, ya que
existen varios tipos de mecanismos. Por otra parte,

ninguna de las fracciones estudiadas presentd
actividad antifiingica contra C. albicans.

Se recomienda probar otros métodos de extraccion,
ademas de mecanismos de accion hipoglucemiante
y otros microorganismos.
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Introduccion

El uso de las plantas como método de prevencioén y/o tratamiento de enfermedades ha promovido
numerosas investigaciones que condujeron al descubrimiento de compuestos bioactivos (Najmi et al.,
2022). Entre ellos: terpenos, alcaloides y compuestos fendlicos, los cuales son utilizados actualmente en
las industrias farmacéuticas, nutracéuticas, de perfumes y cosméticos (Shih & Morgan, 2020; Carbajal
etal., 2022).

Garcinia brasiliensis Mart., también conocida como bacuri, guapomo o pakuri, es endémica de Brasil,
Paraguay y Argentina (Espirito Santo et al., 2020; MADES, 2021; Arwa, 2013). Las hojas presentaron
actividad antioxidante, antimicrobiana y antiinflamatoria (Zan et al., 2018) y los frutos presentaron
ademas propiedades ansiolitica y leishmanicida (de Melo et al., 2021).

A pesar de que G. brasiliensis podria ser una fuente potencial de biomoléculas, el perfil quimico
no ha sido exhaustivamente explorado (Zan et al., 2018). Debido a ello el objetivo de este estudio fue
realizar un analisis preliminar de los fitoconstituyentes presentes en las hojas y frutas de la especie.

Materiales y métodos
Recoleccion e identificacion de la planta

Las hojas y frutas fueron recolectadas en Loma Clavel, en la ciudad de Capiatd con coordenadas
geograficas £25°21°18.8”’S 57°27°36.9”W> y la identificacion taxonomica se llevo a cabo por la Lic.
Fatima Piris da Motta del Laboratorio de Recursos Vegetales de la FACEN-UNA.

Obtencion del extracto etanolico

Las frutas fueron liofilizadas durante 7 dias, y las hojas deshidratadas en estufa a 37°C durante 24 h.
Luego ambas fueron trituradas empleando un molino manual hasta la obtencion de un polvo fino que se
utilizé para la maceracion en etanol al 96% durante 7 dias. Posteriormente se filtraron y concentraron en
un rotavapor para la obtencion de los extractos crudos.

Ensayo fitoquimico

Para la determinacion de los diversos metabolitos secundarios presentes en las muestras, se emplearon
ensayos de precipitacion y formacion de complejos. Para la identificacion de taninos, compuestos
fenolicos, flavonoides y cumarinas se empled la metodologia descrita por Garcia et al., (2019). Los
alcaloides, saponinas, quinonas, triterpenos y/o esteroides se identificaron de acuerdo a lo descrito por
Rondon et al., (2018) y los Cardenolidos segun Soro et al., (2019).

Resultados y discusion
En el proceso de extraccion, se obtuvieron rendimientos del 2% en el caso de las hojas y 26% en el
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Tabla 1. Fitoconstituyentes presentes en los extractos
etanolicos de G. brasiliensis. (+++) Intenso, (++) moderado,
(+) leve, (-) no detectado.

Fitoconstituyentes Hojas Frutas
Compuestos fendlicos ++ ++
Flavonoides - +
Taninos - -
Alcaloides - -
Triterpenos/esteroides ++ ++
Quinonas - -
Cumarinas + +
Saponinas - -
Cardendlidos - -

de las frutas de G. brasiliensis. Posteriormente,
mediante los ensayos de precipitacion y formacion
de complejos se identificaron los fitoconstituyentes
descritos en la Tabla 1.

El género Garcinia, ha sido reconocido como
una fuente valiosa de compuestos fenolicos (Arwa,
2013). Esto coincide con el extracto de acetato
de etilo de las frutas de G. brasiliensis, el cual
presentd flavonoides y xantonas (Gontijo et al.,
2012), y a su vez con el extracto metanolico de las
hojas, donde se identificaron flavonas, flavonoles
y flavan-3-oles (Zan et al., 2018). No obstante, en
el presente estudio se detectaron flavonoides en las
hojas y no asi en los frutos, lo cual podria atribuirse
al fendmeno de variabilidad de distribucion de los
metabolitos en la planta (Rivas et al., 2016).

Por otra parte, la presencia de triterpenos y/o
esteroides concuerda con el estudio llevado a
cabo por Arwa (2013), en el cual se identificaron
estigmasterol, B-amirinona y B-amirina en hojas
de G. brasiliensis. Ademas, Souza (2022) también
reportd triterpenos en el extracto etandlico de las
hojas, sin embargo, en el mismo no se detectd
la presencia de cumarinas, a diferencia de este
trabajo y el de Maroof et al., (2023), en el cual se
identifico mesuol en el propoleo obtenido a partir
de Garcinia mangostana.

Conclusiones

El andlisis preliminar de los fitoconstituyentes
presentes en las hojas y frutas de G. brasiliensis,

reveld la presencia de triterpenos y/o esteroides,
ademas de compuestos fenodlicos, incluyendo
flavonoides y cumarinas. Estos componentes no
solo son diversos, sino que también presentan
propiedades bioactivas de interés medicinal,
nutricional y/o agricola.

En adelante, se planea extender este estudio
a la identificacion de los principales compuestos
presentes y a la evaluacion de las actividades
biologicas asociadas a la planta, para proporcionar
mayor informaciéon sobre las aplicaciones
potenciales de la especie nativa, contribuyendo asi
al campo de la fitoquimica en el Paraguay.
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Introduccion

Sida cordifolia L., tradicionalmente conocida como malva, es un arbusto perenne con tallo
erecto, sus flores son de color salmon o amarillo, y los frutos son capsulas que contienen
semillas (Pin et al., 2009). Pertenece a la familia Malvaceae, y se distribuye principalmente
en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo, incluidas partes de Africa, Asia y
América (Dinda et al., 2015).

Esta planta ha sido utilizada durante siglos en diversas culturas para tratar una variedad de
dolenciasy afecciones, asi como el reumatismo, la gripe, las infecciones urinarias e inflamaciones
del ovario (Pin et al., 2009; Degen de Arrua y Gonzalez, 2014). Las raices son empleadas
tradicionalmente para tratar trastornos neuronales y se ha reportado que presentan propiedades
analgésicas, antiinflamatorias, hipoglucemiantes y antimicrobianas (Ravi y Diwan, 1999). A
su vez, las hojas intervienen en la ruta ciclooxigenasa, exhibiendo propiedades analgésicas y
antiinflamatorias (Franzotti et al., 2000), también posee una potente accion protectora frente a
enfermedades cardiovasculares, dicha proteccion esta relacionada a la propiedad antioxidante
de los flavonoides presentes en dicha especie. (Kubavat y Asdaq, 2009).

S. cordifolia es comercializado en todo el Paraguay, se emplea en forma oral y la preparacion
habitual es la decoccion (Degen y Gonzalez, 2014). Es por ello que el objetivo principal de
este trabajo fue caracterizar el perfil fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de dicha
especie.

Materiales y métodos
Colecta del material vegetal y preparacion del extracto etandlico.

Las hojas de S. cordifolia fueron colectadas en febrero de 2023 en el Mercado Municipal de San Lorenzo
y la identificacion taxonomica fue llevada a cabo por la Lic. Fatima Piris. Posteriormente fueron
deshidratadas a temperatura ambiente, una vez secas, fueron trituradas hasta la obtencion de un polvo
fino que se utilizo para la maceracion en etanol al 96% durante 15 dias. Luego se filtré y concentr6 en
un rotavapor para la obtencion del extracto crudo.

Paralaidentificacion de los diversos fitoconstituyentes presentes en el extracto etanélico, se emplearon
ensayos de precipitacion y formacion de complejos. Los alcaloides, saponinas, quinonas, triterpenos y/o
esteroides se identificaron de acuerdo a lo descrito por Rondon et al., (2018). Posteriormente, para la
identificacion de taninos, compuestos fenolicos, flavonoides y cumarinas se empled la metodologia
descrita por Garcia et al., (2019) y para los cardenolidos la de Soro et al., (2019).

Resultados y discusion

En el proceso de extraccion se obtuvo 2,32% de rendimiento y los fitoconstituyentes identificados son
reportados en la tabla 1.
La presencia de compuestos fendlicos, entre ellos flavonoides, concuerda con lo reportado en
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Tabla 1. Perfil Fitoquimico del extracto etandlico de las hojas
de S. cordifolia. (+) = presencia, (-) = ausencia.

Fitoconstituyentes Ensayos Resultados
Saponinas Espuma )
Compuestos Cloruro )
fendlicos férrico
Taninos Gelatina )
Flavonoides Shinoda GD)
Triterpenos Liberman- +)
Buchard
Cumarinas Fluorescencia (-)
Quinonas Borntrager )
Cardendlidos Kedde )
Mayer )
Alcaloides Wagner ()

Drangendorff (+)

el extracto etandlico de las hojas de otra especie
del mismo género, como S. /inifolia, en la cual
se identificaron epicatequina, kaempferol y
resveratrol (Emeka et al., 2023). También se ha
detectado en las partes aéreas de S. cordifolia
(Burgos et al., 2013), ademas de las raices, cuyo
contenido de flavonoides totales fue igual a
1.12 £ 0.05 mg equivalentes de quercetina/g de
extracto (Tiwari y Hemalatha, 2024).

Por otra parte, tanto los triterpenos como los
alcaloides también han sido identificados en
el extracto etandlico de las partes aéreas de S.
cardifolia (Burgos et al., 2013), ademas, a partir
de las mismas fue aislado un nuevo alcaloide
5'-hidroximetil-1'-(1,2,3,9-tetrahidropirrol
[2,1-b]quinazolin-1-il)-heptan-1-ona (Sutradhar
et al., 20006).

Estos hallazgos son de interés medicinal
puesto que los flavonoides son conocidos por
sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias
y anticancerigenas (Gonzalez et al., 2017).
Los triterpenos y  fitoesteroles tienen
antecedentes como antioxidantes lipofilicos y
antiinflamatorios (Huang et al., 2009; Ashraf
& Bhatti, 2021). A su vez, los alcaloides tienen
efectos sedantes (Lombardo y Ortiz, 2009) y
el estudio de Franco et al. (2005), sugirié que
el extracto hidroalcohélico de las hojas de S.
cordifolia presenta un efecto depresor sobre el
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Sistema Nervioso Central sin interferir con la
coordinacién motora.

Conclusiones

La caracterizacion del perfil fitoquimico del
extracto etanolico de las hojas de S. cordifolia
revel6 la riqueza de metabolitos secundarios
bioactivos, tales como compuestos fenodlicos
(flavonoides), ademas de los alcaloides, triterpenos
y/o esteroides. Esto sirve de antecedente para
la posterior identificacion y aislamiento de los
principales compuestos, ademas de la evaluacion
del potencial biologico de dicha especie,
contribuyendo asi al estudio de las plantas
medicinales del Paraguay.
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Introduccion

La medicina natural esta relacionada con el mejoramiento de la calidad de la salud humana, mediante el
uso de las plantas (Silva et al., 2013). En este sentido, las cactaceas han sido utilizadas con fines orna-
mentales, alimentarios y medicinales. Esta familia contiene 1922 especies (Carpena, et al., 2023), entre
ellas Rhipsalis baccifera, la cual crece por los troncos de los arboles hospederos hasta una longitud de
1 metro aproximadamente (Ornelas y Rodriguez, 2015), no posee hojas, pero si frutos blancos globosos
(de la Rosa et al., 2021).

Tradicionalmente es empleado en forma de cataplasma como antiinflamatorio para tratar las fracturas
(Bautista et al., 2017). Ademas, se ha demostrado que el extracto acuoso de las partes aéreas presentd
una reduccion del 30% de la viabilidad de aislados de Trichomonas vaginalis (Costa et al., 2013). No se
encontraron antecedentes sobre la actividad biologica de R. baccifera en Paraguay, asi como tampoco
en México (Bautista et al., 2017), esto comprueba que, a pesar de ser empleada en medicina tradicional,
aun no ha sido suficientemente estudiada.

En base a lo mencionado, el objetivo principal de este trabajo fue estudiar el perfil fitoquimico del
extracto etanolico de las partes aéreas de R. baccifera.

Materiales y métodos
Obtencion del extracto etanolico

Las partes aéreas (tallos y frutos) de R. baccifera fueron colectadas en febrero del 2023 en el Campus
Universitario de San Lorenzo y la identificacion taxondémica fue realizada por la Lic. Fatima Piris. Luego
fueron deshidratadas en estufa a 40°C durante 15 dias y se determiné el porcentaje de humedad por el
método gravimétrico.

Una vez trituradas con molino manual, se pesaron 194,3 g para la maceracion con etanol al 96% du-
rante 15 dias, posteriormente se filtrd y concentrd en un rotavapor para la obtencion del extracto crudo.
Ensayo fitoquimico
Para la determinacion de los diversos fitoconstituyentes se emplearon ensayos de grupos quimicos que
incluyen reacciones de precipitacion y formacion de complejos. Para la identificacion de taninos, com-
puestos fenolicos, flavonoides y cumarinas se empled la metodologia descrita por Garcia et al., (2019),
para los cardendlidos la de Soro et al., (2019). Posteriormente, las saponinas, quinonas, los alcaloides,
triterpenos y/o esteroides se identificaron de acuerdo a lo descrito por Rondon et al., (2018).

Resultados y discusion.

El porcentaje de humedad de la muestra fue 67,1%, y el rendimiento de extraccion 29,1%. Posteriormente,
mediante los ensayos cualitativos se identificaron los fitoconstituyentes descritos en la Tabla 1.

Los alcaloides identificados en el presente estudio concuerdan con lo reportado por Cavalcante (2017),
el cual menciona que son los fitoconstituyentes mas encontrados en las Cactaceas. Ademas, Bautista et
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Tabla 1. Perfil Fitoquimico del extracto etandlico de las partes
aéreas de la R. baccifera. (+) = presencia, (-) = ausencia.

Fitoconstituyentes Ensayos Resultados
Saponinas Espuma )
Compuestos Cloruro (-)
fendlicos férrico
Taninos Gelatina )
Flavonoides Shinoda )
Triterpenos Liberman- )
Buchard
Cumarinas Fluorescencia (-)
Quinonas Borntrager )
Cardendlidos Kedde )
Mayer )
Alcaloides Wagner )

Drangendorff  (+)

al., (2017) indicaron la presencia de alcaloide, sa-
ponina, terpeno y tanino; mientras que este ultimo
grupo no fue detectado en el presente estudio. Esta
diferencia puede deberse a que la produccion de
los metabolitos secundarios esta condicionada por
el espacio y tiempo, que varian de acuerdo a las
zonas geograficas, esto es el tipo de suelo, dispo-
nibilidad de nutrientes, interaccion con insectos o
microorganismos, la temporada de lluvia y también
de sequia que puede provocar estrés hidrico en la
planta disminuyendo asi la produccion de metabo-
litos (Sepulveda et al., 2003).

Los fitoconstituyentes son de interés medicinal
por las actividades biolodgicas que presentan (Loza
etal., 2017). Los triterpenos poseen actividad anti-
inflamatoria significativa (Rodriguez et al., 2020),
también las tres clases de saponinas (triterpénicas,
esteroidales y glicoalcaloides) son bioactivas (Mert-
Tiirk, 2006), y pueden ser antivirales, antitumorales
y antiinflamatorias (Li et al., 2020). Y por ultimo,
debido a su diversidad estructural, los alcaloides
pueden presentar varias actividades entre las que
resaltan, sus efectos analgésicos y antipaludicos
(Lietal., 2023).

Conclusiones

En el presente trabajo se determind el Perfil Fito-
quimico de las partes aéreas de R. baccifera, donde
se reportd la presencia de saponinas, alcaloides y

triterpenos. Los mismos presentan potencial medi-
cinal, por lo que los hallazgos de este estudio sirven
como base para futuras investigaciones.
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Introduccion

Los antioxidantes son compuestos que inhiben el dafio oxidativo de los radicales libres (FR, siglas
en inglés) y su subproducto especies reactivas de oxigeno (ROS, siglas en inglés). Recientemente, la
demanda de antioxidantes naturales ha aumentado por considerarse mas saludables y seguros que sus
contrapartes sintéticas, por lo cual, los hongos son foco de estudio como fuentes naturales de las mismas
(Tel-Cayan, 2019). Se ha informado que la actividad antioxidante suele depender principalmente de la
presencia de compuestos fendlicos, metabolitos secundarios ampliamente distribuidos entre los hongos
(Acharya et al., 2019).

Paraguay alberga una inmensa diversidad de especies de hongos que constituyen potenciales fuentes
de metabolitos bioldgicamente activos. Cristataspora flavipora (Murrill) Robledo, Costa-Rezende &
de Madrignac Bonzi (Basidiomycota, Ganodermataceae) es un hongo neotropical que crece en el suelo
asociado a raices o sobre la madera de angiospermas en descomposicion, registrada para Argentina, Cuba
y Puerto Rico (Costa-Rezende et al., 2020). En Paraguay, se ha descrito para el Campus Universitario
de la Universidad Nacional de Asuncion (UNA), ubicado en la ciudad de San Lorenzo, departamento
Central, asociado a raices de rutdceas (Campi et al., 2018). También hay registros para Alto Paraguay
(Costa-Rezende et al., 2020) y Paraguari (Campi et al., 2021a).

El objetivo principal de este trabajo fue la cuantificacion de compuestos fendlicos y la evaluacion de
la actividad antioxidante de extractos obtenidos del micelio de C. flavipora.

Materiales y métodos

Reactivacion de cepas y cultivo del micelio

Se utilizé una cepa axénica de C. flavipora perteneciente al Cepario de Macrohongos de la FACEN
(FACEN cult FC149). Fue reactivada en placas de Petri con Agar Extracto de Malta (AEM).

El cultivo se realiz6 mediante la técnica de micelio sumergido utilizando medio liquido basal
propuesto por Fang & Zhong (2002). En Erlenmeyer, el medio estéril se inoculd con el hongo y fue
incubado a 28°C durante 35 dias. El micelio obtenido se utilizd en la preparacion de los extractos.

Preparacion de los extractos

Las extracciones se realizaron siguiendo la metodologia descrita por Campi et al. (2023). El extracto
crudo de micelio se obtuvo mediante maceracion exhaustiva con etanol al 96% bajo agitacion periddica.
Las fracciones se obtuvieron realizando primeramente una extraccion con metanol-agua y luego de
evaporar el disolvente, extracciones secuenciales liquido-liquido con hexano, éter etilico y acetato de
etilo.
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Cuantificacion de compuestos fenoélicos totales

La determinacion del contenido fenolico total se
realizo por triplicado mediante espectrofotometria
UV-VIS a 760 nm utilizando el reactivo Folin
Ciocalteu y acido galico como estandar segin
Campi et al. (2021b). Los resultados se expresaron
en miligramos de equivalentes de acido galico por
gramo de extracto (mg EAG-g') £+ desviacion
estandar (DE).

Evaluacion de la actividad antioxidante

Se determino por triplicado mediante el método
de absorbancia de radicales DPPHe segun Campi
et al. (2021b). Se utiliz6 espectrofotometro UV-
VIS a 517 nm y acido ascorbico como estandar, y
las concentraciones se expresaron en miligramos
de equivalentes de acido ascorbico por gramo
de extracto (mg EAA-g') £ desviacion estandar
(DE). El porcentaje de actividad se calcul6 con la
formula:

_ >LDPPH')\Soluci(’)n

A x100

XDPPH

Donde A, ¥ Aq, i, SON 1 absorbancia del radical

DPPH vy la solucion respectivamente.

Resultados y discusion

La mayor concentracion de fenoles totales y
antioxidantes se obtuvo para la fraccion de éter
etilico (Tabla 1), para el cual se reporta 49,1 mg
EAG-g' de compuestos fenolicos y 21,0 mg
EAA-g' de compuestos antioxidantes con 15,6 %
de actividad.

Existe una correlacion directa entre el contenido
de fenoles totales y antioxidantes de los extractos
evaluados.

EAG: Equivalente a acido galico; EAA:
Equivalente a acido ascorbico; DE: Desviacion
estandar; EC: Extracto crudo etandlico; H:
Fraccion hexano; EE: Fraccion éter etilico; AE:
Fraccion acetato de etilo; RA: Fraccion residual
acuosa

En otro trabajo se reportan para el extracto
etanodlico del basidioma silvestre de C. flavipora

Tabla 1. Resultados de la evaluacion de compuestos fenolicos
totales y la actividad antioxidante del micelio de C. flavipora.
EAG: Equivalente a acido galico; EAA: Equivalente a acido
ascorbico; DE: Desviacion estandar; EC: Extracto crudo
etanolico; H: Fraccion hexano; EE: Fraccion éter etilico; AE:
Fraccion acetato de etilo; RA: Fraccion residual acuosa.

Fenoles -

2 totales eASnthIdant Actividad

S (mg 1 antioxidante

£ EAGg! + imleEAA £ (%=<DE)

Z DE) )
EC 9.8+09 8.6+03 2.8+02
H 93+1,1 11,5+ 0.8 4,6 +0.,5
EE 49,1+1,8 21,0+0,7 15,6 £0.,6
AE 33,8+0,6 13,9+ 0,9 14,8+ 1,1
RA 26,6 +0,3 19,6 £ 0,7 10,4+ 0,5

valores mas bajos de fenoles totales (8,38 mg
EAG-g") y antioxidantes (7,92 mg EAA-g™), pero
una mayor actividad antioxidante (16,90 %) a los
obtenidos en este estudio (Campi et al., 2021b).

Conclusiones

Se logro cuantificar el contenido de compuestos
fendlicos y evaluar la actividad antioxidante del
extracto crudo y fracciones obtenidos del micelio
de C. flavipora, resultando el mas elevado,
en fenoles y antioxidantes, la fraccion de éter
etilico. Este trabajo reporta datos que amplian el
conocimiento quimico de la especie en el pais.
Se recomienda futuros estudios con el basidioma
cultivado en condiciones indoor.
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Introduccion

Mpyrsine sp. es un género conformado por arbustos a arboles con frutos en forma de drupas redondas
o elipticas, en Paraguay se distribuye en zonas del Bosque Humedo de la Regién Oriental y del
Bosque Subhumedo Inundable del Rio Paraguay (Pérez de Molas 2016). En diversas regiones del
mundo, especies de Myrsine son reconocidas por las variadas actividades bioldgicas que presentan
los extractos preparados de ciertas especies del vegetal, como insecticida, promotor de la diuresis
y antifebril (Wang et al. 2017) y antiofidico (Corréa et al. 2019) entre otras. Poblaciones nativas
sudamericanas han empleado su madera para la elaboracién de flechas, para tratamiento del dolor
de vientre (Martinez Crovetto 2012), como ictiotéxico para la pesca (Dujak & Marchi 2010). Su
madera se utiliza en la fabricacion de carbon, lefia y postes (Ortega Torres et al. 1989).

Entre otros metabolitos presentes en el género, flavonoides han sido reportados en diversas
especies del vegetal (Corréa et al. 2019) encontrdndose estos resultados en congruencia con la
prospeccion fitoquimica cualitativa de M. matensis, conocido comunmente como Kanelon, que
revel6 de forma primaria la presencia de flavonoides, quinonas y esteroides en el extracto etanolico
obtenido a partir de hojas colectadas en una zona rural del departamento de Cordillera, Paraguay
(Chaparro et al. 2021).

El presente trabajo pretende dar continuidad al andlisis fitoquimico del extracto etanolico de
hojas de Myrsine matensis, utilizando cromatografia en capa delgada (TLC), con el propdsito de
obtener una mayor aproximacion al tipo de metabolitos secundarios predominantes en la muestra
y consecuentemente disefiar estrategias de aislamiento de sustancias con potenciales actividades
bioldgicas en funcion a los usos medicinales que se le atribuyen al género.

Materiales y métodos

Se prepard un extracto etanolico de hojas de Myrsine matensis, dejando en maceracion por una semana.
Luego de la extraccion, se realizé el filtrado de este con papel cualitativo, la solucion resultante se
sometid a rota evaporacion. El extracto fue retomado con metanol que fue filtrado por segunda vez
a través de una columna C18. La solucion fue colectada y sembrada con capilar para realizar una
cromatografia en placa Merck Kieselgel 60 F254 con fase mévil 32/40/4 tolueno/acetato de etilo/
acido formico. Utilizando una lampara Spectroline CM-10A UV el revelado de manchas se realizo
bajo luz ultravioleta a 254 nm y 365 nm.

Resultados y discusion

El interés en los flavonoides radica en que constituyen moléculas con amplia distribucion en el reino
vegetal con reconocida actividad antioxidante, atributo empleado en la industria farmacéutica, entre
otras. Segun Wagner & Bladt (1996) los flavonoides provocan el apagado de la fluorescencia bajo luz
UV-254 nm, mencién coherente con la figura 1C obtenida en este trabajo.
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Figura 1. A: Bandas del extracto etandlico de M. matensis
reveladas a A=365 nm B: TLC bajo luz blanca C: TLC
revelada bajo luz A=254 nm.

Por otro lado, los flavonoides agliconas
exhiben solubilidad en etanol (Castillo 2021),
solventeutilizado parala obtencion del extracto en
este trabajo. La hidroxilacion de estas moléculas
produce una coloracién roja visible en placa
TLC segtn figura 1A revelada bajo luz 365 nm,
hallazgo acorde a lo reportado por Castillo (2021)
cuya investigacion con extractos de Myrsine
andina produjo un revelado de coloracion roja
intensa en placa delgada utilizando como patrén
catequina.

Conclusiones

Las coloraciones obtenidas en el revelado
bajo las luces A=365 y A=254 nm aproximan
a la presencia de flavonoides en la muestra
analizada. Se sugiere la realizacion de pruebas
con la utilizacion de equipos mas especificos
como cromatdgrafos liquidos y gaseosos,
HPLC y GC-MS respectivamente, de manera
a identificar los compuestos objetivo. Los
flavonoides se encuentran sub estudiados en
comparaciéon a otros metabolitos secundarios
presentes en los vegetales como los alcaloides,
lo que plantea posibilidades de prospeccion de
estos en funcion a las aplicaciones medicinales,
ecologicas y nutricionales atribuidas a esas
moléculas, en especial considerando que el
género Myrsine se halla ampliamente distribuido

en diversas zonas de Paraguay.
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Introduccion

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de diversas dolencias se desarrolla por todo el mundo
desde tiempos remotos. Hoy en dia, constituyen un mercado cada vez mas prometedor, debido a 1
aparicion a nivel mundial del “consumo verde” el cual concibe la unidad del hombre con la naturaleza
en busca de fuentes terapéuticas en esta (Fretes, 2010). La utilizacion de especies vegetales para el
tratamiento de enfermedades generalmente es por conocimiento empirico.

Teniendo en cuenta el riesgo que implica el desconocimiento sobre los componentes quimicos
presentes en plantas y las actividades bioldgicas que estas pudieran tener, es de suma importancia la
realizacion de una caracterizacion quimica-bioldgica en ellas, de manera a contribuir cientificamente
al conocimiento de las propiedades reales de la Gamochaeta americana conocida popularmente como
Vira-Vira. La colecta de muestras de la especie vegetal fue efectuada en el Jardin Botanico de Asuncion
Paraguay, posteriormente se remitié un ejemplar al Laboratorio de Analisis de Recursos Vegetales-
Herbario FACEN donde se realizo la identificacion Taxondmica. El secado de las muestras fue en
un ambiente controlado. La extraccidn se realizd mediante el macerado con etanol. De los extractos
obtenidos se realiz6 el tamizaje fitoquimico por reacciones colorimétricas, perfil de compuestos por GC/
MS y evaluacién de actividades bildgicas.

El objetivo trazado fue evaluar quimicamente cuales son los metabolitos secundarios presentes en
el extracto etandlico de la especie vegetal Gamochaeta americana y explorar sus posibles actividades
bioldgicas.

Materiales y métodos

El material vegetal colectado fue sometido a una limpieza exhaustiva con el fin de eliminar particulas
extrafas. El secado fue realizado en un ambiente controlado a una temperatura de 35°C por un periodo
de 15 dias. La molienda del material seco se llevd a cabo con un molino manual hasta la obtencion
de un polvo homogéneo. Para la obtencion del extracto se utilizé alrededor de 250g de material seco,
triturado y homogéneo el cual fue sometido a maceracioén exhaustiva con etanol durante un mes, bajo
agitacion de 3 veces por semana, se realizo la filtracion de la fraccion liquida obtenida por gravedad.

El filtrado obtenido fue llevado a rotavapor de manera a concentra la muestra. En cuanto a las
pruebas fitoquimicas se utilizaron métodos colorimétricos de deteccidon, para los fitoesteroles las
pruebas de Liberman-Bouchard y la prueba de Zack segun lo expuesto por Sarmiento et al., (2018),
la identificacion de flavonoides se utilizaron las pruebas de Shinoda, del 4cido sulftrico y la del
zinc, segun Ramos Briceno et al., (2016). Las Pruebas de cumarinas, saponinas y taninos fueron
realizadas segin lo expuesto por Sarmiento et al., (2018). La deteccién de quinonas mediante lo
citado por Martinez Martinez, (2012), y las pruebas realizadas para la caracterizacion de alcaloides
fueron la reaccién de Mayer Dragendorff y Wagner (Basttidas Tello, 2022). Con relacion a las pruebas
realizadas por Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masa se prepard a partir del
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Figura 1. Especie Vegetal Gamochaeta americana.

extracto crudo una solucion aproximadamente de
1000ppm en acetona y luego se inyectd la
muestra al equipo, los resultados obtenidos
fueron sometidos a analisis comparativo con la
biblioteca de espectros de masas del National
Institute of Standards and Tecoélogy (NIST) del
software GCMS-Solution.

Los compuestos cuyos porcentajes presentaron
valores mayores al 80% fueron reportados. En
cuanto a la actividad antioxidante se procedid
segun lo descripto por Brand-Williams et al.,
(1995). Parala determinacién de la Concentracion
inhibitoria Minima (CIM) se procedié segun la
Metodologia de Referencia para las pruebas de
dilucion en caldo para determinar la sensibilidad
a la terapia antiftingica de hongos filamentosos
(NCCLS, 2003).

Resultados y discusion

Considerando los resultados expuestos en la tabla
1, se pudo observar la presencia de esteroles,
Estos compuestos segin diversos estudios
presentan una accion hipocolesterolemiante
(Meco Lopez et al., 2016). Las demas pruebas
dieron resultados negativos. Esto no significa la
ausencia de los demas metabolitos, solo que en
las pruebas realizadas no pudieron ser reveladas
por la implicancia de ciertos factores como
pueden ser: el método de deteccidn, tipos de
reveladores quimicos, solventes de extraccion,
concentracion de los reactivos, concentracion
del extracto utilizado, pH de las soluciones,
etc. Estos resultados difieren a los expuesto por
Rios & Rodriguez, (2013) en el cual analizo

Tabla 1. Resultados de ensayos cualitativos.

Resultados
Metabolito Estudiado EE

Alcaloides Negativo
Flavonoides Negativo
Cumarina Negativo
Quinonas Negativo
Saponinas Negativo
Sesquisterpenolactonas Negativo
Fitoesteroles Positivo

el extracto etanolico de las partes aéreas de
Gamochaeta americana donde se lograron
identificar flavonoides y taninos.

Con relacién al analisis de estructuras

propuestas de compuestos por GC/MS se
.}I%M . @

Figura 2. Cromatograma del extracto etanolico crudo.

detectaron 13 picos (Figura 2), los cuales fueron
propuestos por comparacion con la biblioteca
NIST, entre los compuestos que se identificados,
los mas resaltantes fueron: Estigmasterol,
Sitosterol, Escualeno, Fitol los cuales presentan
propiedades farmacologicas (Lopez-Salazar et
al., 2020). Estos compuestos coinciden con los
ensayos colorimétricos realizados.

Para la determinacion de la actividad
antioxidante se evidencid que los resultados
obtenidos (Tabla 2) se correlacionan con lo
demostrado en los ensayos cualitativos donde
no se observaron la presencia de compuestos
fenolicos que generalmente son los responsables
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Tabla 2. Resultados de la actividad Antioxidante.

Codigo de Resultado
muestra (mg acido Promedio S.D % de
ascérbico.g™) ) inhibicién
E.E.1 0,865
0,853 0,0165 1,5
E.E2 0,841

de una actividad antioxidante elevada (Pinedo
Salazar, 2018). Estos resultados difieren a
lo expuesto por Navarro Soto, (2018) quien
evidencido una actividad antioxidante elevada
en la especie vegetal Gamochaeta purpurea.
Estudios relacionados a la familia Asteraceae
presentan  actividad antioxidante elevada
(Maldonado Coello & Katherine, 2020).

Para la evaluacion de la actividad
antimicrobiana con la determinacioén de la CIM
se evidenciod que el extracto etandlico crudo no
presentd actividad antimicrobiana frente a las
cepas y concentraciones ensayadas (Tabla 3).
Estos resultados coinciden a lo expuesto por
Tamariz-Angeles etal., (2018) en la cual demostro
que el extracto etanolico de la Gamochaeta
americana no presentd actividad inhibitoria
contra S. aureus. Estos resultados podrian
estar relacionadas con la solubilidad de los
metabolitos involucrados en el medio preparado,
las técnicas utilizadas, la composicion quimica
de los extractos y las condiciones climaticas
en las cuales se pudieran encontrar las especies
vegetales (Aparicio-Zambrano et al., 2019).

Tabla 3. Concentracion Inhibitoria Minima del extracto
etandlico crudo.

Microorganismo Concentracion Inhibitoria

Minima (CIM) pg.mL-1

Escherichia coli <2500
Staphyloco;cus <2500
epidermis
Staphylococcus <2500
aureus
Salmonella typhi <2500
Candida albicans <2500

Conclusiones

En cuanto a la comprobacion cualitativa de cuales
son los metabolitos secundarios presentes en la
especie vegetal Gamochaeta americana mediante
el tamizaje fitoquimico del extracto etandlico
crudo arrojo resultados positivos solo para las
pruebas de Esteroles. Estos resultados coinciden
con los ensayos realizados por GC/MS donde
se pudieron identificar el Fitol, Estigmasterol,
Sitosteroly el Escualeno. Paraposiblesactividades
bioldgicas que podria presentar la especie vegetal
se evidencio que el extracto etanolico crudo no
presenta actividad antibacteriana ni antifungica
sobre los microorganismos analizados a las
concentraciones de 4x10° UFC/mL y en las
condiciones ensayadas (incubacion a 35+2°C en
el caso de las bacterias y 25+3°C para Candida
albbicans durante 24 a 48h). La actividad
antioxidante fue medida en porcentaje de
inhibicién, dando como resultado en el extracto
crudo de etanol 1,50% de inhibicion.

Teniendo en cuenta que el analisis fitoquimico
es una especialidad en la cual su principal
objetivo es la identificacion de compuestos, se
recomienda seguir con las investigaciones sobre
esta especie vegetal, ya que las publicaciones
sobre esta son muy escasas.

Para estudios posteriores, se recomienda llevar
a cabo trabajos de investigacion que involucren
otros métodos de extraccion de los metabolitos,

utilizacion de otros solventes, elucidacion
y cuantificacion de compuestos empleando
nuevas tecnologias, determinar actividades

biologicas frente a otras sepas, realizar actividad
citotoxica para hallar la DL50, identificacion
de la morfoanatomia de la especie vegetal y
determinacion de la actividad antiinflamatoria in
Vivo.
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PREMIACION A MEJORES POSTERS

Durante el congreso, se realizo la premiacion a las tres mejores exposiciones en modalidad
poster. La evaluacion y dictamen estuvo a cargo de los conferencistas internacionales
invitados, quienes en consenso dieron la lista de los ganadores, quienes recibieron una
mencion de honor en el siguiente orden:

Primer Mejor Péster: APLICACION DE ESPECTROMETRIA DE ABSORCION
ATOMICA CON GENERADOR DE HIDRUROS PARA LA CUANTIFICACION DE
ARSENICO EN MUESTRAS DE ARROZ (Oriza sativa) COMERCIAL MEDIANTE
DIFERENTES SISTEMAS DE DIGESTION.

De los autores: L. Mereles, O. Torres, M. Monteiro, F. Yubero, R. Villalba, D. Colman, P.
Cano, S. Caballero, D.B. Diez Pérez.

Segundo Mejor Péster: EVALUACION in vitro DE LAS ACTIVIDADES
HIPOGLUCEMIANTE Y ANTIFUNGICA DE LAS HOJAS DE Eugenia myrcianthes
Nied.

De los autores: M. L. Grau, D. Gamenara, y J. Moura-Mendes

Tercer Mejor Péster: ESTUDIO DE LA ADSORCION DE CARBARIL EN AGUA A
ESCALA DE LABORATORIO

De los autores: F. F. Ferreira, M. A. Cuba, A. R. Miranda, W. D. Cabrera, S. T. Cabrera, A.
B. Orué, G. Agostini, A.A. Acosta.
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