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Abstract

In 1997, 25.000 barrels of petroleum were spilled along 40 Km of marine beaches in Venezuela Gulf, an area
where we carried out, two years before, benthonic macro invertebrates (BMI) inventories. In order to monitor
the ecosystem “recovery”, we repeated inventories five (2003) and 10 years (2008) later. Before the spill (1996),
the BMI community was constituted by 75 species: 30 gastropod mollusks (GM), 28 bivalve mollusks (BM), 11
annelids (A) and 6 crustaceans (C). After five years this community structure became 27 GM, 26 BM, 5 A and 3
C. Although biodiversity only decreased 16.7% (14 species), the composition changed: out of the 75 BMI before
the spill, only reappeared 31% (11 BM, 7 GM, 3 A and 2 C). After 10 years, the BMI biodiversity increased by a
factor of 1.5 (113 species) respect to 1996. Community structure changed to 48 BM, 36 GM, 14 C and 13 A, plus
2 new echinoderm species. Out of these 113 species only 38 were original species (OPS) before the oil spill (16
BM, 15 GM, 3 C and 2 A). Therefore, 51% of the OPS remained without returning. Our results contradict the
classic statement about marine ecosystem recovery affected by oil spills, i.e. to return to its “original condition”
are required 2-5 years. Indeed, this investigation indicates that recovery of Cafio Sagua BMI community may
take, at least, one more decade. But, will the BMI return to their original condition? The probability is extremely
low. The most likely scenario will be, at a time difficult to estimate today, a new assemblage of BMI species in
equilibrium, with a mixture of OPS and new ones. These results means that, in terms of the original ecosystem
condition, the BMI community of Cafio Sagua beach, never will recover since its trophic structure never will be
the same.

Keyword: oil spill, macroinvertebrates, benthos, recovery, trophic structure, Venezuela Gulf, marine
ecosystem.

¢Se recupera la comunidad macrobentonica después de un derrame petrolero? A
10 anos del desastre del Nissos Amorgos en el Golfo de Venezuela, Mar Caribe

Resumen

En 1997, 25.000 barriles de petréleo fueron derramados a lo largo de 40 Km de playas marinas en el Golfo de
Venezuela, una zona donde dos afos antes se habian realizado inventarios de macroinvertebrados benténicos
(BMI). Con el objetivo de monitorear la recuperacion del ecosistema se repitieron los mismos inventarios a los
cinco (2003) y 10 anos (2008). Antes del derrame la comunidad de BMI estuvo constituida por 75 especies:
30 moluscos gasterépodos (GM), 28 moluscos bivalvos (BM), 11 anélidos (A) y 6 crustaceos (C). Después de
cinco anos la estructura de la comunidad cambi6 a 27 GM, 26 BM, 5 A y 3 C. Aunque la biodiversidad solo se
redujo en 16.7% (14 especies), la composicién cambi6 ya que de 75 BMI antes del derrame, solo reaparecieron
el 31% (11 BM, 7 GM, 3 Cy 2 A). Después de 10 afos, la biodiversidad de BMI aument6 en una proporciéon de 1.5
(113 especies). La estructura de la comunidad cambi6 a 48 BM, 36 GM, 14 Cy 13 A, mas 2 especies nuevas de
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equinodermos. De las 113 especies, solo 38 eran especies originales (OPS) desde antes del derrame de petroleo
(16 BM, 15 GM, 3 Cy 2 A). Por lo tanto, 51% de las OPS se mantuvieron sin regresar. Los resultados obtenidos
contradicen la clasica afirmacion acerca de la recuperaciéon de ecosistemas marinos afectados por derrames de
petroéleo, i.e. para regresar a la “condicién original” son necesarios de 2 a 5 anos. En efecto, esta investigacion
indica que la recuperacion de la comunidad de BMI de Cafo Sagua se pudiera llevar, al menos, una década mas.
Pero, évolveran los BMI a su condicion original? La probabilidad es extremadamente baja. El escenario més
probable serd, en una cantidad de tiempo dificil de precisar hoy, volver a una nueva estructura de BMI especies
en equilibrio, con una mezcla de OPS y otras nuevas. Estos resultados significan que, en relacién a la condicién
ecoldgica original, la comunidad de BMI de la playa de Cafio Sagua no se recuperara debido a que su estructura

tréfica nunca sera la misma.

Palabras claves: Derrame de petréleo, macroinvertebrados, bentos, recuperacion, estructura trofica, Golfo

de Venezuela, ecosistema marino.

Introduction

Since the last three decades of the XX century,
mankind observed a huge amount of petroleum
spills in the world aquatic environments, product
of exploration, exploitation and international trade
exportation of this mineral at worldwide level (1).
Also, we witnessed the highest quantity of oil spilled
into oceans peaked between 1974 and 1979 when
there was an average of 78.8 spills/year (1). Despite
the exploitation and transport of petroleum has not
diminished, it has been observed a reduction of the
number of spills, due to the enforcement of new
restrictions and regulations. Thus, between 2010
and 2017 the yearly average of oil spill decreased to
6.8 spills/year, but huge oil spills still occur, such as
the Deepwater Horizon oil spill, which released 4.9
million barrels of oil covering more than 1700 Km
of shores (2). The presence of petroleum in nature
constitutes a threat for all organisms, and especially
for aquatic ones that live in those environments
where have been occurred most of the largest oil
spills in our whole history (3).

According to several authors (4-6) most marine
ecosystems exposed to huge quantities of raw
petroleum that have been studied, require between
2 and 5 years for their recovery. However, this
concept of “recovery” is based essentially on the re-
colonization of the affected areas, without previous
knowledge of which species were there present
and even less whether or not, the previous trophic
structure has changed. Even nowadays, there are
authors applying the same concept (7-9) without
considerations about the kind of habitat being
affected, the guilt structure and the persistence of
oil inside the substrate affected. Thus, conclusions
about the recovery time of an ecosystem affected
by oil spills are based on misguided premises and
supported, most the time, only on post impact
studies (10-13).

Venezuela, the thirst largest oil producer country
of the world until 2002, was the site for massive oil
spills and they are still occurring (14). In effect, a

25.000-barrel oil spill happened in Venezuela Gulf
in 1997. This spill covered 40 Km of marine coast,
killing every aquatic invertebrate between the low
and high tide lines (15). Because two years before
(1994-1996), we performed a two years biodiversity
inventory of benthonic macroinvertebrates (BMI)
along the same area, an invaluable opportunity rose
to measure the direct impact of this oil spill, starting
from ecological pristine conditions. Thus, we not only
made estimation of the number of species affected
and the quantify of the total mortality of these
organisms but also, and more important, we also
make projections, in real time, of how many years
this ecosystem could take to totally recover. This
opportunity was also important because Cafio Sagua
beach is a tropical high energy sandy beach, one of
the few where an oil spill has happened and where
an exceptionally high diverse macroinvertebrate
benthonic fauna was known before it (15).

The macroinvertebrate fauna (organisms
retained by 500mm mesh sieve) of sandy beaches
is important because of their size and its ecological
role as relevant preys to higher trophic levels (16).
This macrofauna have some adaptations that remark
its trophic role: 1) planktonic larval development
able to be disperse; 2) one or more years of
generation times; 3) iteroparous reproduction and
continuous growth; 4) feeding on a broad range of
particles size; and 5) most of them motile (17). This
assemblage is normally formed by bivalve mollusks,
decapod crustaceans, polychaetes, amphipods,
and isopods, with low number of species, no
more than 20. However, in Cafio Sagua beach the
macroinvertebrate fauna is four times that number
with an uncommonly high number of gastropods
mollusks.

In the present article we aim to answer the
following questions: How did the spill of petroleum
affect the biodiversity of BMI of the marine coast of
Cano Sagua beach, located at the southwestern of the
Venezuela Gulf? How many species disappeared?
How much time the BMI community will take to
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recover? It has been enough 10 years? In addition,
we explore the concept of “recovery” looking for the
best way to define, to in ecological terms, what this
term really means.

Material and methods

The present study was carried out in the beach
Cano Sagua, located to 80 Km. of the city of
Maracaibo, in the Southwestern area of the Gulf
of Venezuela (Fig. 1). This coastline was the main
zone affected by the Nissos Amorgos Tanker oil
spill. This entire coastal zone, 40 Km of a tropical
high energy sandy beach, has a broad intertidal flat
(100 m between high and low tide borders) which
uncovers twice every to 24 hours. The supra tidal
area plus the intertidal one, were covered by a thick
layer of petroleum which was estimated in 15.000
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barrels (15). It was calculated that 9.000 barrels,
covered the bottom of the subtidal zone at least for a
year. After, there was neither other measurement of
this oil cover nor any monitoring of the evolution of
the disintegration of petroleum remains.

Before of the oil spill (1994-1995), six months
after the oil spill and them at 5 (2003) and 10
years (2007), we proceeded to carry on a yearlong
biodiversity inventory following the sampling
methodology with transect and quadrant, the same
that was used for the before spill inventory (15). This
consisted on tracing a perpendicular 100 m transect
to the beach beginning at the low tide line. Along the
transect, each 10 m, three samples were collected
(replicates) perpendicular to it, each separated
by two meters. Each sample was pull out with an
Ekman grab, collecting 0.01 m? (approximately 2
pounds of sand) and placed in plastic bags.
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Figure 1. Geographic location of the Nissos Amorgos oil spill along the southwestern coast
of Venezuela Gulf. Arrows indicate the course of oil spread.

The collected sediment samples, were
transported by car to the laboratory where they were
sieved through a series of nets (180 microns up to 2
mm). The organisms retained by the different sieves
were sorted with forceps, separated by Fila and later
on identified to the lowest taxonomy category (39-
43). All organisms were fixed in 10% formalin and
preserved 24 hours later in a 70% buffered ethanol
solution.

The BMI data used and discussed in this paper
were collected, processed and analyzed by the
methodology above described during 1994-1995

(two year before the oil spill), 2002-2003 (five years
after the oil spill) and 2007-2008 (10 years after
the oil spill). The discussion only will employ the
list of species (Biodiversity level 1) that were found
during a standardized year of intensive collection
that gather 360 individual samples, to support the
premise that “recovery” from an oil spill cannot
be state using increases of absolute abundances
and ecological diversity indexes. We intentionally
did this because it has been demonstrated that the
extreme variation of organisms abundance and
density in space and time, which appear to be real,
does not allow to separate background variation
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from impact changes (18-20). Thus, we just want to
proof that after ten year, the species arrangement of
the macroinvertebrate fauna has not showed up to
the original, pristine composition.

Results

Out of 75 BMI species quantified before the oil
spill, 58 were mollusks (30 gastropods, 28 bivalves),
11 annelids and six crustaceans (Fig. 2, Table 1). Six
months after the oil spill a brief sampling was done
but no living organisms were found. The process to
collect coastal oiled sediments, oil contaminated
debris and meteorized solid mass of petroleum took
almost a year (1998) but because 9000 oil barrels
sunk close to the coast, they generated a continuous
flow of oil fractions at least for one more year.
Beaches along the 40 Km affected were open to
tourist two year after (2000) but patches of sand-
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Figure 2. Macrobenthic Invertebrate
fauna of Cano Sagua beach before the
Nissos Amorgos oil spill (1994-1995)

oil were seeming until late 2001. By the time of the
first formal biodiversity survey, five year after the
oil spill, no meteorized solid masses were seen. At
this time, BMI community became structured by 61
species (27 gastropods, 26 bivalves, 5 annelids and
3 crustaceans) (Fig. 3, Table 2) (15). The fact that
after five year the number of species of the BMI
community were still below the initial amount (75
vs 61) clearly indicated that the impact of the oil
spill has not finished yet. Notwithstanding, in term
of number of species, there was a reduction of 14
species (19%), the composition changed completely.
If we consider the species that were initially (Table
1), only 11 bivalves, 7 gastropods, 3 crustaceans
and 2 annelids came back in five years (Table 2).
We can infer that the return to the original species
arrangement still remain at 31% (23 species out of
the original 75). In other words, 69% of the original
species have not came back.
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Figure 3. Macrobenthic Invertebrate
fauna of Caifio Sagua beach, after five (2003)
and 10 years (2008), of the Nissos Amorgos
oil spill

Table 1.- Species list of benthonic macroinvertebrates of Cafio Sagua beach before the
Nissos Amorgos oil spill (1996).

Ervilia concentrica

Bivalves Gasteropods Crustacean Annelids
Anadara brasiliana Alaba incerta Emerita brasiliensis Hemipodus sp.
Anadara floridana Anachis sp. Excirollana braziliensis Leanira sp.

Brachidontes sp. Antigona sp. Lepidopa sp. Lumbrineris sp.
Chione cancellata Bittium sp. Liljeborgia sp. Malacocerus sp.
Codakia orbicularis Cerithiopsis latum Ogyrides alphaerostris Pilargidae sp. 1
Codakia orbiculata Cirsotrema dalli Penaeus sp Pisionidens sp.1
Codakia pectinella Cochliolepis parasitica Polychaet sp 1
Crasinella lunulata Cresseis acicula Polychaet sp sp 2
Crassostrea rhizophorae Diastoma varium Polychaet sp 3
Cyrtopleura costata Diodora sp. Polychaet sp 4
Diplodonta sp. Epitonium frielei Spio sp
Donax denticulatus E. novangliae
Donax striatus E. turritellarum

Eulima bifasciata
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Gemma purpurea
Macoma breviformis
Mulinia lateralis
Muytilus sp.
Petricola pholadiformis
Pholas campechiensis
Pitar dione
Pteria sp.
Rangia cuneata
Strigilla pisiformis
Tellina exilis
Tellina radiata
Tivela mactroides
Transennella cubaniana

Melongena melongena
Microdochus floridanus

Petaloconchus erectus
Pseudomalaxis nobilis

Fontigens turritella
Marginella sp.

Mitrella nitens
Natica canrena
Odostomia sp
Olivella minuta

Serpulorbis sp.
Solariella obscura
Teinostoma sp.
Truncatella sp.
Turbonilla sp.
Vitrinella sp.

28

30

11

Table 2.- Species list of benthonic macroinvertebrates of Caino Sagua beach five year after
the Nissos Amorgos oil spill (2002). In bold are the original species since 1996

Bivalvia Gasteropoda Crustacean Annelida
Anadara ovalis Alaba incerta Liljeborgia sp. Capitella capitata
Anadara sp. Alvania arpa Emerita brasiliensis| Malacocerus sp
Chione cancellata Anachis obesa. i]xcu:o.llan.a Pilargiidae
raziliensis
Chione granullata Antigona sp. Pisionidens sp 1
Circulus multistriatus Antipoda sp Serpulloides decussata
Crassostrea rhizophorae Bittium varium
Crassotrea virginica C. costata
Cyrtopleura costata Cerithiella whiteavessis
Donax denticulatus Cerithiopsis emersoni
Donax striatus Ciclostremiscus trilix
Heliacus bisulcatus Epitonium candeanum
Mitrella nitens E. foliacercostatum
Mulinia lateralis Heliacus sp
Mytilus sp. Hidrobia sp
Nuculana acuta Hyalina sp
Pitar dione Marginella sp.
Pteria sp. Natica canrena
Strigilla carnaria Natica menkeana
Strigilla pisiformis Odostomia laevigata
Tellina provina Olivella minuta
Tivela mactroides Pe.taloconcl‘lus
irregularis
Crassinella martinicensis S. decussatta
Gouldia cerina Thais sp
Pecten sp Tricolia adamsi
Brachidontes modiolus | Truncatella caribaensis.
Corbula sp. Turbonilla sp.
Zebina browniana
26 27 3 5
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The results 10 years after the oil spill shows
a more dramatic panorama in term of the BMI
community structure. First of all, there was a
huge increase of the number of species. The BMI
community reached almost twice of the number of
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species before the oil spill (75 vs 113; Fig. 4, Table 3).
These 113 species were 48 gastropods, 36 bivalves,
14 crustaceans, 13 annelids and a new taxonomic
group, very uncommon in these high energy sandy
beaches, echinoderms, with two species.

Figure 4. Comparison of Macrobenthic Invertebrate fauna of Caino Sagua beach, before
(1996), after five (2003) and 10 years (2008), of the Nissos Amorgos oil spill.

Table 3.- Species list of benthonic macroinvertebrates of Cafio Sagua beach ten year after
the Nissos Amorgos oil spill (2007). In bold are the original species since 1996.

Bivalve Gasteropods Crustacean Annelida Echinoderms
Americardia guppyi Alaba incerta Amphipod sp 1 Aphroditidae sp 1 | Sea urchin sp 1
. Anachis Copepod . . L
Anadara notabilis mangelioides harpacticoide Capitela capitata | Ophiuroidea sp 1
Anadara ovalis Arene cruentata Brachyura crab sp 1 Gliceridae sp 1
Anadara transversa | Assiminea succinea Caprellidae sp 1 Heteromastus sp
Arca imbrincata Caecum antillarum Em.el"“' . Lumbrineris sp
brasiliensis
Brachiodontes Caecum imbrincatum Excn.'qlanfl Onuphidae sp 1
exustus braziliensis
Corbulla contracta | Circulus multistriatus| Haustoriidae sp 1 Orbiniidae sp 1
Crassinella Crepidula convexa Mithrax sp1 Polichaeta sp 1
lunulata '
C:rassostrea Cyclostremicus Ogyrides ) Polichaeta sp 2
rizhophorae pentagonus alghaerostrls
Cyrtopleura . arguristes .
Cyclostremicus sp 1 . Polichaeta sp 3
. lco‘ftata punchticeps
Diplodontano- | . Processidae sp 1 Sisalionid
tata yclostremicus sp 2 (shrimp) igalionidae sp 1
Donax Jenticu- Cyclostrema cance- Tanaidacean sp 1 Spio sp 1
latus llatum P p10 Sp
Donax striatus Cylichna auberi Tanaidacean sp 2 Sygambra sp 1
Ervlhq Diastoma varium Tanaidacean sp 3
concentrica
Gemma purpurea Diodora sp 1
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Lucina muricata

Macoma constricta
Mactrellona alta
Martesia sp 1

Mulinia lateralis

Musculus lateralis
Muytella sp 1
Muytilopsis
dominguensis
Nuculana acuta
Periploma sp 1
Pholas
campechensis

Pitar dione

Pteria sp. 1
Semele nuculoides

Epitonium albidum
Epitonium
candeanum
Epitonium

foliaceicostum
Epitonium
novangliae
Epitonium
turritellulum
Eulima bifasciata
Gastropod sp 1

Gastropod sp 2

Gastropod sp 3
Haminoea succinea

Hidrobia sp 1

Ithycithara
lanceolata
Litiopa melanostoma
Marissa cornuarietis

Sphenia antillensis Melanella sp 1
Strig lllq Melongena corona
pisiformis
Tellina sp.1 Micrqdochus
Sfloridanus
Twelfl Mitrela nitens
mactroides
Trachycardzum Natica carenna
muricatum
Trachycardium sp1 (;ggs;;ﬁ:za
Transepella Olivella dealbata
cubaniana
Olivella minuta
Olivella petiolita
Parviturboides
interruptus
Petaloconchus
erectus
Polinices sp 1
Pseudomalaxis
nobilis
Retusa candei
Serpulorbis
decussata
Tricolia adamsi
Turbonilla sp1
Turritella variegata
Vitrinella sp 1
36 48 14 13
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This apparent “recovery”, as a function of number
of species, masks the true alteration of the original
condition of the aquatic ecosystem in Cafio Sagua
beach. If it is compared the community of BMI
before the spill and 10 years later, in terms of the
species that originally were present, it is observed
that the community changed. After 10 years only
16 bivalves, 15 gastropods, three crustaceans and
two annelids of the original species, have returned.
These 38 species, representing a 51%, what indicates
is that in the last five years (2003-2007) the original
BMI fauna of Cafio Sagua recovered only 20% (51
less 31), a mean of 4% annually. Still, 49 % of the
species that used to live in Cafio Sagua beach before
the spill of petroleum, remain missing.

In addition, as a consequence of the missing
species, an immense quantity of opportunists
species (66 species, Table 3) move into Cafio Sagua
beach ecosystem to compete for a place (i.e. a niche).
These niches were left empty by the species that
disappeared.

Discussion

Coastal invertebrates’ studies on the effects of
oil spills, on different bottom-dwelling invertebrate
groups, have to a large extent been based on data
where there is not direct comparisons between pre-
spill and post-spill. In effect, there are many reports
that used toxicity tests laboratory experiments
to proof, whether or not, chemical derived from
petroleum (and their concentrations), may affect
(death) organism living within the areas covered by
the spills (21). Other studies used field or laboratory
microcosms containing oiled sediments to verify
how the spill could affect the growth rate of larval
stages, juveniles and adults, and then extrapolate
the results comparing, less oiled, most oiled as well
as unexposed sediments/organisms, correlating
oil concentration and growth rates (22-23). Other
researchers, use comparisons of the fauna in
affected sediments by the spill versus sediments in
other zones no affected and, with the assumption,
that these last zones are “pre-spill ones” (24-
26). All above examples, of an incorrect way to
estimate oil spill impacts, what have created is an
unprecedented confusion and wrong expectations
when mankind has had to deal with the destruction
of our environment, in the present case, our oceans.
We want to believe that no matter what we do,
always nature will return to the former equilibrium,
which nature achieved in thousands or millions of
years, in a few of years. Due to this, not only we have
an incorrect estimation of how many years will be
necessary, but also that the arrangement, the trophic
structure and the ecological equilibrium, never
more will be the same. Examples of the above false
expectation abundance such as the recovery, in six

years, of Korean coasts after a 10.900 ton of crude
oil from the Hebei Spirit (27) (see 4-6 for similar or
lower times).

An additional mistake when analyzing oil spill
is to compare different habitats and different
organisms. There is no way to contrast oil spill
in salt marshes, wetlands, mangroves, estuaries,
marine coastal habitat and coral reef. Each of these
“environment” has different attributes, physico-
chemical features, and biota. An example of a
huge oil spill that affected all those habitats is the
Deepwater Horizon mega oil spill (28) and where
there are, separate formally, oil impact studies in
each of these environment/habitats (29-33).

In relation with the present article, it is
important to point out that the Nissos Amorgos oil
spill occurred in a high energy sandy marine beach,
under tropical conditions, which is very unusual.
Most oil spill that has taken place in sandy beaches,
were in subtropical or temperate zones. Effectively,
in a recent revision (34, see Table 1) is remarked
that only 17 oil spills, that were documented,
occurred in coastal sandy shores between 1973 and
2016. Although our literature review found some
more articles, it is important to note that any of
them coincide with our study. In fact, seven studies
were done only with meiofauna (invertebrates size
between 45 microns and 1 mm), two with both
meiofauna and macroinvertebrate fauna, but in
temperate zones (Spain and United Kingdom). From
the resting six studies, three documented the oil
spill impact only over the macrofaunal amphipods
community; one in subtropical (Sidney, Australia),
the second one in temperate latitudes (Paranagua
Bay, Brazil), and the third in tropical conditions
(Puerto Rico) but it did not include other important
macrofaunal organisms and it was concentrated on
sandy sediments within mangroves. Thus, the last
three studies, notwithstanding reported the oil spill
impact over important macrofaunal components
(crustacean, annelids and mollusks), two of them
occurred in temperate conditions (Alaska, US and
Campeche, Mexico). So, from the 17 oil impact
studies mentioned, only one (35) came about in
very similar condition as our in Caflo Sagua beach,
but only included amphipods and crabs because no
other organisms were found.

The above discussion about oil spill impact
studies developed in sandy beaches had the only
objective to re-emphasize the relevance of the
present paper for the Caribbean region and tropical
ecosystems in general. Recent articles (36-37) have
emphasized the potentially dangerous situation of
the whole Caribbean region where more than 30
oil spills occurred during the 70s, plus “countless
mundane releases of petroleum from ships and
shoreline facilities” (36). This enclosed sea is ranked
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as having one of the most intense maritime traffic
in the world (37) and, at the same time, it is the
supports of many critical habitats functioning as a
large marine ecosystem (38). In most cases, all these
accidents affected coral reef, mangroves and their
flora and fauna. But it is clear that high energy sandy
beaches are potential targets in future decades.

Now, are our results unexpected? No really.
Several studies have shown that, after an oil spill
impacts, the fauna that reappear follows a two steps
pattern (34). First, it is the disaster phase where
everything alive is destroy. When “recovery” begins,
a second phase take place where species which were
present before the spill, start to appear. Then comes
a phase that is characteristically evidenced by the
arrival of new species that do not existed before
the oil spill. These new species are considered as
“opportunistic” (34-36). The reason of their generic
names is obvious, as they get the chance to occupy
niches that were left empty by the species killed by
the oil spill. We saw clearly these three phases as
a sequence in our 12 years study, presented in the
above lines.

As we stated at the beginning of this article, the
results obtained contradict the classic statements
about the ecosystem recovery time after an oil spill:
to return to its original condition as function of
diversity and abundance of the present species,
between two and five years are necessary (4-6).
On the contrary, the present data indicates that the
ecosystem of Cafio Sagua beach, studied through
the changes in the community of BMI, would take
more than two decades in returning to the original
species composition. This time, is at least between
6 and 15 times longer than those mentioned in the
scientific literature reviewed in the present article.
Indeed, this study demonstrates that 10 years after
the impact of the oil spill, only have returned 38
species, 15 of them in the last 5 years (2003-2007).
If we project these numbers (a gross rate of 10
species every 5 years) the BMI community of Cafio
Sagua should return to its original condition in 20
more years. These years, added to the 10 already
lapsed, tell us about of a total time of 30 year for the
recovery.

Now, to finish this discussion let us take
another side of the “recovery concept”. Taking into
account what we have seen, can we affirm that the
BMI community of Cafio Sagua can return to its
original structure? We must begin, conceiving that
this recovery only could happen in a hypothetical
situation where the niches left vacant, can be re-
colonized by the same species that existed before
the oil spill. Indeed, the results indicate that after
10 years there are 76 new species competing for
approximately 35 niches (75 in 1996 less 35 in
2003). In other words, approximately two new

species, are already competing versus an old one
that has not returned yet in 10 years. Is it likely that
this event may happen? Definitely the answer is no.
Everything indicates that, in terms of the original
condition of the ecosystem, Cafio Sagua beach will
never recover. This is the paradox and the take-
home message that this investigation contributes.
Many studies that have investigated the effect of
oil spill, at some point, have used the phrase “the
ecosystem is showing sign of recovery” or other
similar (5-8). However, we can state that the
impacts taken place against the nature by mankind
are likely irreversible. The thousands or millions
of years that nature has taken in developing stable
ecosystems and their trophic nets cannot recover in
just some decades after the imbalance introduced by
man. As an alternative, nature will look for to reach
a new balanced, in equilibrium stage, with a similar
number of species to the original ones, but with a
mixture of old and new species. This means that the
trophic net never will be the same.

Although the knowledge about the effects of
major oil spills on marine and coastal ecosystems
has improved considerably in last decades, there
are still critical research needed for questions
that remain unresolved or are poorly understood.
One key point at this respect is that we need to
leave the approach of using non-impacted areas
biodiversity, abundances and ecological indexes,
to obtain likely numbers for oil impact of unknown
results. Bases lines studies and regular inventories
in areas, zones or habitat that are potential target for
oil spill must be the strategy in order to be prepared
for the future (34).
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Abstract

The effects of weak static and low-frequency magnetic fields on the growth rate of S. aureus were investigated.
The measurements were performed with static magnetic fields with magnitude in range 0.0 G < Ho < 14.0 G
and low-frequency magnetic fields at fixed amplitude Ho 4.5 G, and frequency range 0.0 < f < 1.0 kHz. The
growth of these bacteria is negatively affected by increasing the intensity of the static magnetic field. When
exposed to an oscillating field, a positive effect was observed on the rate of growth of the colonies with respect
to the field frequency. In both, static or ac magnetic field, the growth curves follow an exponential law, typical
of asynchronous cell divisions.

Keywords: Asynchronous growth; exponential growth; magnetic field effect on microorganisms; S. aureus.

Efecto de campos magnéticos en el crecimiento de la bacteria
Staphylococus aureus

Resumen

Los efectos de campos magnéticos estéticos y de baja frecuencia sobre la tasa de crecimiento de S. aureus
fueron investigados. Las medidas fueron realizadas con campos magnéticos estaticos con magnitud en el rango
0.0 G < H < 14.0 G, y bajas frecuencias en el rango de 0.0 < f < 1.0 kHz, con amplitud de Ho 4.5 G. La tasa
de crecimiento de esta bacteria disminuye al incrementar la intensidad del campo estatico. Sin embargo, en
presencia de un campo oscilante de baja frecuencia, se observa un efecto positivo en la tasa de crecimiento
respecto de la frecuencia del campo. En ambos campos, estatico y variable, las curvas de crecimiento satisfacen
una ley exponencial, tipica de una division celular asincrona.

Palabras clave: Crecimiento asincrono; crecimiento exponencial; efecto de campos magnéticos en
microorganismos; S. aureus.
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Introduction

Nowadays the exposure of living tissue to various
types of electric and magnetic fields is a commonly
encountered event: extremely low frequency from
power lines, high frequency electromagnetic fields
(EMF) from cellular phones, and computers.
Since this is a task of medical and technological
importance, a number of attempts have been given
to clarify the effects of electric and magnetic fields
on biological cells*.

S. aureus is a human pathogen responsible for a
variety of community-acquired diseases, belonging
to the class of gram-positive bacteria 2. With the
spread of this bacterium, the number of antibiotic
agents has increased and along with these, stronger
antibiotic resistance profiles have been observed 3,
4. This requires new and more efficient methods
for treating infections. One of the techniques used
for medical purposes is the magnetic field therapy
or magnetotherapy 5, which is often applied in the
treatment of many diseases such as bone fractures
6, pain syndromes 7, and cancer 8. Also, pulsed
magnetic field-based methods are also employed as
non-thermal preservation techniques to minimize
the risk of microorganism contamination 9, 10.
This is because of the proven ability of oscillatory
fields to cause damage in living cells. However, the
effects are not fully understood, since some of the
results have been inconsistent 11. In other cases the
results often contradict each other, which include
an increase or decrease in the rate of cell division
in E. coli and S. aureus, when these strains are in
presence of a magnetic field 12-14. Some other
studies found that magnetic fields could be a general
stress factor in bacteria 15. The general stress
response to a magnetic field is found in all bacteria,
and living cells and is remarkably conserved across
specie. In a study on the mutagenicity of magnetic
fields exposure, Ikehata 16 also reported that strong
static magnetic fields can cause mutations in S.
typhimurium and E. coli.

In this work we study the effects of weak static
and low-frequency magnetic fields on the growth of
bacterium Staphylococcus aureus. From an analysis
of the growth curves, we have found that the main
effect of the magnetic field on the growth dynamics
of S. aureus is to affect the time required for the cell
divisions.

Experimental

Fresh S. aureus strains were used throughout the
experiments. Nutritive Broth (Merck, Darmstadt)
and Plate Count Agar (Difco, Detroit) were used
for cultivation of the bacteria. Salt solution 0.75%
was used to make serial dilutions until 10 ml. The
control cultures were kept in the same conditions as
the exposed ones except the sole exposition to the
magnetic fields. The number of colonies forming
units (CFU) of the bacterial cultures was measured
independently as a function of the magnetic field
intensity (H,), and frequency (f).

The magnetic fields were generated by a
homemade 600 turned cylindrical coil (12 cm radius
and 30 cm length), and were measured by a Hall
effect probe Gaussmeter. Two different experiments
were performed: (a) the cells were exposed to static
magnetic fields with amplitude varying from 0.0 to
14.0 G and (b) with the cells exposed to oscillating
magnetic fields with frequencies ranging from 0.0
Hz 1.0 KHz and fixed intensity of the order of 4.5
G. The magnetic fields inside the solenoid were
approximately homogenous in a region + 3 cm off
the center of the coil. The device was kept at 37°C
in an incubator cabinet and it was measured by a
thermometer.

The samples were placed first into glass tubes on
a nonconductive stand (homemade) along the axis
of the coil, and then introduced inside the solenoid
during exposure times from 0 h to 6 h. In order to
reduce the uncertainty in our measurements and
to obtain reliable results, each test was performed
independently up to 4 times keeping the same
experimental conditions.

Results and discussion
1. Effect of static magnetic fields

The main effect of the static magnetic field on
the growth dynamics of the bacterium S. aureus is
shown in Fig. 1. Each symbol is an average from 4
independent measurements performed previously.
We found that the number of CFU increases with the
time of exposure and decreases with the magnitude
of the applied field.
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Fig. 1. Dependence of the colony forming units
(CFU) on the time of exposure for several magnetic
field intensities. The solid curves are fits to the
exponential function e, as described in the text.
The curve for H =0.0 G (A) correspond to the control
culture.

These results are in agreement with previous
studies which also found the magnetic field intensity
negatively affects the growth of S. aureus®. It is also
observed that the cells remain in lag state up to
certain time of exposure, after which, cell division
is activated growing in an exponential trend. To
estimate the quantity 7, we assume that the growth
dynamics is governed by some mechanism following
the exponential law et/t, where t is the exposure
time and 7 is related to the time required for a cell
division, and is an intrinsic parameter to the species
in its environment. These functions are commonly
used to describe asynchronous growth in population
dynamics 17. In an asynchronous process, the
division might occur at different times in each cell.
The solid curves in Fig. 1 represent exponential
functions with 7 =0.48, 0.50, 0.53, 0.61, and 0.62
hours, for H = 0.0, 6.0, 8.0, 12.0 and 14.0 G,
respectively. These results are plotted in Fig. 2, and
show that as the magnetic field intensity is increased
the growth process is decelerated, but not stopped.
The dashed line is a guide to the eyes.
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Fig. 2. Activation time, t, as a function of the
magnetic field strength. The dashed line is to guide
to eyes.

Although the dc magnetic field decreases the
number of colony forming units, is it not obvious
that the cells loose their ability to divide. This means
that the inhibitive effect of the static field is not fully
bacteriostatic in this range of magnetic fields. Since
the growth curve of the control culture (H, = 0.0 G)
is also exponential, we conclude that the asynchrony
in the cell division is inherent of the preparation
conditions, and independent of external agents such
as a dc magnetic field.

2, Effect of low frequency magnetic fields

When exposed to an oscillatory magnetic field,
bacteria can behave unexpectedly. To study this
behavior, treads of S. aureus were grown in-situ in
presence of a magnetic field with frequency ranging
from 0.0 Hz to 1.0 kHz. After an exposure time of
about 6.0 h, we counted the number of CFU of the
exposed cultures and compared with the control
(f=0.0 Hz). The resulting growth curves of S.
aureus are shown in Fig. 3 for several frequencies.
As in the case of the dc magnetic field the CFU
increase exponentially with exposure time, but on
the contrary, it increases rapidly with increasing
frequency. These curves are adjusted to exponential
functions of the type e”"(solid lines), with T values
depending monotonically on the frequency of
the magnetic field, as shown in Fig. 4. The dotted
line is a guide for the eye. This fact can be used to
understand the dynamics of the bacterial growth.
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Fig. 3. Dependence of the colony forming units (CFU)
on the time of exposure for several frequencies.
Solid lines are fits to the exponential function e',
as described in the text. The curve for f = 0.0 Hz (m),
correspond to the control culture.
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Fig. 4. Activation time, T, as function of the frequency
of the ac magnetic field. The dotted line is a guide for
the eye.

According to these results, the growth dynamics
in S. aureus cultures is governed by a synchronous
frequency-independent mechanism, and the effect
of frequency is to accelerate the cell division process.
Our results indicate that the weak static field of a
few G after a few hours give a measurable change in
the growth rates of all of the bacterial species and
are in agreements with previous works18,19.

Conclusions

We have presented and discuss and experimental
investigation on the effect of dc and ac magnetic
fields on bacterium S. aureus. It was found that as
prepared, the growth dynamics is governed by a
synchronous mechanism. Although this mechanism
is qualitatively unaffected by the magnetic field,
the rate of growth decreases for increasing the field
intensity, and increases for increasing the field
frequency. We have determined that the activation
time for the cell division depends on both magnitude
and frequency of the applied field.

The question of how the growth dynamics of
bacteria is affect by a magnetic field is not completely
answered, and still an open issue. The fact that the
activation time for a cell division can be expressed
as a function of the magnitude and frequency of
the magnetic field, can be important to understand
metabolic changes due to ion transport across the
cell membrane.
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Resumen

Las lluvias naturales globales generalmente presentan un valor de pH de 5,6, debido a la disolucion del CO,
atmosférico en el agua de lluvia. Se recolectaron muestras de lluvia por evento en dos sitios de la ciudad de
Portoviejo, Ecuador, en el afio 2018. El periodo de muestreo correspondi6 a la época himeda de los primeros
cinco meses del afio. Las lluvias de Portoviejo presentaron valores por encima al pH natural de las lluvias,
pHPPV= 6,09 - 6,81, mostrando que la atmosfera posee una influencia de especies quimicas alcalinas. El 21%
de las lluvias de ambos sitios de muestreo present6 el pH maés alcalino, 7,5 - 8,0; esto se debe a la neutralizaci6on
que ejercen los componentes alcalinos provenientes de las actividades antropogénicas de la region. Se estima
que las sustancias quimicas causantes del pH alcalino en la lluvia son especies de NH, * como consecuencia de la
actividad agricola, y particulas de Ca** y Mg?* provenientes de la explotacion de canteras de caliza, siendo estas
dos actividades antropogénicas las principales de la region del litoral ecuatoriano.

Palabras clave: lluvias alcalinas, atmosfera alcalina, contaminaciéon atmosférica, Litoral ecuatoriano

Preliminary evaluation of the pH of the rains in the city of Portoviejo, Ecuador

Abstract

Global natural rains generally have a value pH of 5.6, due to dissolution of atmospheric CO, in rainwater.
Rain samples per event were collected at two sites in the Portoviejo’s city, Ecuador, in 2018. The sampling
period corresponded to the wet season of the first five months of the year. The Portoviejo rains presented
values above the natural pH of the rains, pHPPV = 6.09 - 6.81, showing that the atmosphere has an influence of
alkaline chemical species. 21% of the rains from both sampling sites had the most alkaline pH, 7.5 - 8.0; this is
due to the neutralization of the alkaline components from anthropogenic activities in the region. It”s estimated
the chemical substances are causing the increase in the pH of the rain are NH *species as a consequence of
agricultural activity, and Ca?* and Mg?* particles from mining of limestone quarries, these two activities being
the main ones in the region of Ecuadorian littoral.

Key words: alkaline rains, alkaline atmosphere, atmospheric pollution, Ecuadorian Littoral
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Introduccion

El CO, atmosférico se disuelve en el agua de
Tluvia (ec. 1-2) alterando la concentracién de iones
hidrénios (H30+) y estableciendo el pH a 5,6 cuando
se trata de una lluvia natural; encontrar lluvias con
un pH por encima de este valor permite definirlas
como lluvias alcalinas.!

CO,(g) P — CO,(ac) ec. 1

CO,(ac)+H,0 <:>H+(ac)+HC03'(ac) ec. 2

Las lluvias alcalinas son consecuencia directa
de una atmosfera alcalina, lo que se traduce en que
especies quimicas al contacto con el agua de lluvia
se transforman en compuestos capaces de disminuir
la concentracion de iones hidronios (H 0),
aumentando el pH de la lluvia.? Las sustancias
quimicas en la atmosfera capaces de aumentar el pH
de la lluvia suelen ser: especies de amonio (NH )
como producto de la transformaciéon del amoniaco
o urea empleados en la agricultura, particulas de
calcio y magnesio (Ca** y Mg**) provenientes de
la explotaci6on minera de canteras, asi como otros
compuestos organicos volétiles que acompanan a
estas actividades antropogénicas.? Como es bien
conocido en Ecuador, especificamente en ciudades
cercanas a Portoviejo, existen un sinntimero de
canteras de caliza a cielo abierto que estan en plena
explotacion,*lo que conlleva a la incorporacién de los
compuestos quimicos mencionados anteriormente,
en forma de particulas de tamafio microscopico
(entre 1 y 10 mm de didmetro) en la atmosfera,
alterando la quimica y el balance i6nico de la misma.
La actividad economica de explotaciéon de canteras
es una fuente antropogénica de gran influencia
sobre la atmosfera de la region, asi como a las
emisiones de NH_* provenientes de la agricultura,
que también son un contribuyente a la atmosfera
en la ciudad de Portoviejo. La accion de los vientos
sobre las fuentes de emision de especies Ca**, Mg*
y NH_, favorece a la formacion de una atmosfera
alcahna en la ciudad. Las especies quimicas
orgénicas e inorganicas emitidas en los procesos
antes mencionados, al ser disueltas o arrastradas
por las lluvias hacia las ciudades o poblados, pueden
generar cambios quimicos y bioquimicos en la salud
de sus habitantes, tales como conjuntivitis alérgica,
blefaritis, bronquitis y neumoconiosis, entre otras
enfermedades respiratorias y oculares.>°

El propoésito de esta investigacion es evaluar
el pH de las lluvias de la ciudad de Portoviejo en
la época htimeda del ano 2018, como un estudio
preliminar de la quimica atmosférica en esta region
del Litoral Ecuatoriano.

Materiales y Métodos

La ciudad de Portoviejo se encuentra situada en
zona Litoral Ecuatoriano, en la Provincia de Manabi,
entre las siguientes coordenadas: 1°03’16.5” de
Latitud Sur y 80°27°26.7” de Longitud Oeste.” Posee
un clima calido ecuatorial con una temperatura
promedio de 25,5°C y una elevacién respecto al
mar de 60 m. Tiene una poblacion aproximada de
210.000 habitantes. En Portoviejo se presenta un
régimen de lluvia que se extiende desde noviembre
hasta mayo, exhibiendo una distribucién unimodal,
con un maximo de precipitaciéon en el mes de febrero
y un minimo en noviembre.?

Las muestras de lluvia se recolectaron por evento
durante el periodo de lluvia, desde enero a mayo del
ano 2018 (n=13 eventos) en dos sitios de muestreo
de la ciudad: sitio A en la zona oeste (1°02”40.4”S
80°28"50.5"W) y sitio B en la zona sur (1°03°53.7”S
80°27715.5"W), utilizando colectores manuales a
una distancia de 3 m de altura (Figura 1).

Finalizado cada evento de lluvia se midié6 in situ
el volumen recolectado, el pH y la conductividad de
cada muestra segln lo establece la literatura.® Se
prepararon cinco (5) blancos de agua destilada y,
usando el mismo procedimiento, se determinaron
sus pH y conductividad. El pH y la conductividad
de las muestras de lluvia se midieron empleando un
pH-metro, marca OAKTON, modelo pH 510 series.

| Mania k.
9=
Portiiejo
Montecrist] T

Jipijapa
19035378 9T 15 5W
a) SIDEﬂ( L r:)fmnz ur}

Figura 1. Mapa de Ecuador y de
Portoviejo. Ubicacion de los sitios de
recoleccion de muestras: Sitio A y Sitio B

Resultados y Discusion

LaTabla 1 presenta los valores de pH encontrados
para cada evento de lluvia colectado en los dos sitios
muestreo de la ciudad de Portoviejo. Los pH de las
lluvias presentaron valores maximos y minimos
entre 6,04 y 7,79; el promedio pesado en volumen
(PPV) del pH en el Sitio A fue 6,81, y en el Sitio B fue
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6,09, mostrando ambos sitios valores alcalinos con
respecto al pH natural de lluvias (>5,6). Esto permite
estimar la influencia principalmente de especies
inorganicas NH *, Ca** y Mg*, provenlentes de las
actividades antropogenlcas de la region.'on

Tabla 1. Valores de pH encontrados en los eventos de lluvia producidos en los sitios Ay B de
la ciudad de Portoviejo, periodo enero-mayo 2018

SITIO A SITIO B
No. Volumen No. Volumen
Mes muestra Fecha pH (mL) muestra Fecha pH (mL)
Sitio A Sitio B
Enero  -—---- No fue suficiente muestra------ ~ --———--- No fue suficiente muestra-----
1 06/02/2018 7,18 630 1 14-15/02/2018 6,04 150
2 15/02/2018 6,26 550 2 15-16/02/2018 6,42 720
Febrero
3 19/02/2018 6,34 130 3 19/02/2018 6,31 3000
4 21/02/2018 6,90 470 4 19-20/02/2018 6,26 1000
5 04/03/2018 7,61 510 5 04-05/03/2018 7,74 415
Marzo 6 07/03/2018 6,63 450 - No fue suficiente muestra-----
7 20/03/2018 7,27 755 6 20-21/03/2018 7,04 300
23/04/2018 6,51 180
Abril - No fue suficiente muestra------ 7 3/04/ 5
8 28/04/2018 7,35 620
Mayo 8 7-8/05/2018 7,27 107 9 8-9/05/2017 7,79 550
9 8-9/05/2018 7,87 496 10 09/05/2018 6,17 1130
La distribucién de la frecuencia de los valores e ww
de pH en los eventos de lluvia exhibe que un 22% g = =
de las muestras poseen un pH cercano a 5,6 (pH g - oo 2
natural) en el Sitio A, y en el Sitio B, el 50% de los §uo- = 3
eventos evidenciaron un pH mas cercano a 7. En la =t w
Figura 2 se puede observar que alrededor del 21% . .
de las lluvias de ambos sitios presentaron el valor _URE TN
de pH més alcalino encontrado en este muestreo, s e e
entre 7,5 y 8,0, este efecto se mide por primera vez & £
en un estudio de este tipo, y se estima que puede ser 0 = so0a0

una consecuencia directa de la neutralizacion que
ejercen los componentes alcalinos provenientes de
las actividades antropogénicas en la region.

En el Sitio A, la frecuencia méaxima de
precipitacion se encontro en el rango de pH de 7,0 a
7,5 (33% de los eventos); por otro lado, en el Sitio B,
la mayor frecuencia de precipitacion se present6 en
el rango de valores de 6,0 a 6,5, abarcando un 50%
de los eventos.

&
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45000
3 | Stio® /

(] BN 90 LEWN

/ 30000

20 Vi
// D <B ™
l

55-6.0 6.0-65 85-7.0 T5-8.0 859

% e Distrisuaion pH

=

=]

3% Fracuencia —=—Woumen de lluvia

Figura 2. Distribucion de valores
encontrados de pH en las muestras de lluvia
de la ciudad de Portoviejo, Sitios Ay B, en el

periodo enero-mayo 2018.
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Este comportamiento en la distribucion de
valores de pH, permite establecer que el mayor
volumen de lluvia que precipita sobre la ciudad de
Portoviejo posee un pH por encima del valor natural
de lluvia global.

Por estudios realizados en otros lugares, se
conoce que las especies alcalinas de mayor presencia
e importancia en el balance i6nico de la atmosfera
son las especies inorganicas NH *, Ca** y Mg*", por
lo tanto, se prevé la presencia de alguno o todos
estos iones en la atmosfera de Portoviejo, debido a
las actividades antropicas desarrolladas en la region
(agricultura y mineria de caliza a cielo abierto).>"”

En estudios de pH en lluvia realizados en la
region continental de América del Sur, se muestran
condiciones atmosféricas variadas: en Maracaibo,
Venezuela, siendo una zona costera y con un
crecimiento urbano importante, se han encontrado
lluvias ligeramente acidas (pHPPV=4,8) a causa
del incremento de contaminacién antropogénica
principalmente de iones SO *, CI' y NO,' por otra
parte, en Salta, Argentina, se midieron niveles de
acidezenlluviasyseobtuvieronvaloressimilaresalos
de lalluvia natural (pHPPV=5,52) que, acompafniado
de otras evaluaciones realizadas, permite concluir
que no hay grandes aportes de contaminaciéon
antrdpica en esta ciudad.®® En un trabajo publicado
de la ciudad de Quito, Ecuador, se muestra como los
pH de lluvia presentan valores por debajo de 5,6 en
un 50% de las muestras recolectadas, mientras que
se detectan pH bésicos al occidente de la ciudad,
donde hay mayor influencia por la vegetaciéon de la
ladera de Pichincha, permitiendo la neutralizacion
de la acidez atmosférica.” En la Amazonia de Brasil,
donde la influencia de los incendios forestales altera
gravemente toda la atmosfera de esta zona, se realizd
un estudio de pH en lluvias donde se determiné un
promedio cercano al valor de la lluvia natural de 5,4
(min-max = 2,7-8,5): los eventos de lluvia 4cida con
valores de pH inferiores a 4,7 alcanzaron el 25 %, y
el 60 % de ellos tuvieron valores inferiores a 5,6.%°

Esta caracterizacion quimica de las lluvias en la
ciudad de Portoviejo, permiten reflexionar y, en el
futuro, relacionar esta realidad con la prevalencia
de enfermedades oculares o respiratorias en sus
pobladores, ya que existen evidencias de que la
contaminaciéon atmosférica aumenta las afecciones
de salud del tipo: conjuntivitis, blefaritis, bronquitis,
neumoconiosis benigna y enfermedad pulmonar
obstructiva créonica (EPOC).5¢ Segin la OMS la
contaminacion atmosférica en las ciudades y zonas
rurales de todo el mundo provoca cada ano 4,2
millones de defunciones prematuras.

Conclusiéon

Se concluye que las lluvias de la ciudad de
Portoviejo pueden ser consideradas como alcalinas
(pHPPV = 6,09 - 6,81), ya que los eventos de mayor
volumen poseen valores de pH por encima del valor
natural para lluvias globales (pH=5,6). Se estima
que la gran influencia de las fuentes antropicas de
la region, como la explotacion de las canteras de
caliza y las actividades agricolas de la zona, son las
principales responsables de este efecto atmosférico
debido a la emisién de contaminantes inorganicos
como NH *, Ca** y Mg®*.

Agradecimiento

Se agradece a la Universidad Técnica de Manabi
(UTM) y al Instituto de Investigacién de la UTM
por el financiamiento de este trabajo a través del
proyecto de investigacion: “Evaluacion preliminar
de los niveles de acidez - basicidad de las lluvias,
depositacion seca y su composicion ionica soluble
en dos sitios de Portoviejo, Manabi, Ecuador”.

Referencias bibliograficas

1. SANCHEZ L., MORALES J., VELASQUEZ
H., PORTILLO D., CANO Y., MONTILLA B,
IRIARTE N., MESA J. Rev. Int. Contam.
Ambient. 25 (3): 169 - 179. 2009. http://www.
scielo.org.mx/pdf/rica/v25n3/v25n3a5.pdf

2. QIAO X, XIAO W., JAFFE D., KOTA S.H.,
YING Q., TANG Y. Science of The Total
Environment 511: 28-36. 2015. https://doi.
org/10.1016/j.scitotenv.2014.12.028

3. GIBSON M.A., BYERLY D.W. Lessons from
Limestone: How to teach all sciences
with limestone. The Geological Society of
America. USA. 23-32. 2018. https://books.
google.com.ec/books?hl=es&lr=&id=RZVR
DwAAQBAJ&oi=fnd&pg=PA23&dq=quarr
y+limestone+chemistry+&ots=PoGqu71fU
5&sig=KAHQjQsiZ15IngboDNwm8dExsx
A&redir_esc=y#v=onepage&q=quarry%20
limestone%20chemistry&f=false

4. REA TOAPANTA, AR. FIGEMPA:
Investigacion y Desarrollo. 2 (2): 41-
52. 2017. file:///C:/Users/USUARIO/
Downloads/68-Texto%20del%20
art%C3%ADculo-197-2-10-20190130.pdf

5. http://www.esferasalud.com/salud-medio-
ambiente/enfermedades-producidas-medio-
ambiente. Fecha de consulta: 10/06/2018

Scientific Journal from the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 26 Especial N° 3, 4, Julio - Diciembre 2018



Cano, Sanchez, Torres y Litardo/ Ciencia Vol. 26, Numero Especial (2018) 79-83 83

6.

10.

11.

12.

BELL J.E., LANGFORD BROWN C., CONLON
K., HERRING S., KUNKEL K.E., LAWRIMORE
J, LUBER G., SCHRECK C., SMITH A,
UEJIO C. Journal of the Air & Waste
Management Association. 68 (4): 265-287.
2018. https://doi.org/10.1080/10962247.2017.
1401017

https://www.geodatos.net/coordenadas/
ecuador/portoviejo Fecha de consulta:
12/05/2018

https://www.meteoblue.com/es/tiempo/
historyclimate/climatemodelled/portoviejo__
ecuador_3652941 Fecha de consulta:
12/05/2018

Standard Methods For the Examination
of Water and Wastewater: 4500-H+ pH
VALUE (2017). 23rd. January 2018. https://doi.
org/10.2105/SMWW.2882.082

BUDHAVANT K.B., RAO P.S.P., SAFAI P.D.,
GAWHANE R.D., RAJU M.P, MAHAJAN C.M.,
SATSANGI P.G. Aerosol and Air Quality
Research. 12: 561-570. 2012. https://aaqr.
org/articles/aaqr-11-12-0a-0233.pdf

RAO P.S.P., TIWARI S., MATWALE J.L.,
PERVEZ S., TUNVED P. SAFAI P.D,
SRIVASTAVA AK.,, BISHT D.S., SINGH S.,
HOPKE P.K. Atinospheric Environment,
146: 90-99. 2016. https://doi.org/10.1016/].
atmosenv.2016.06.069

ROYA.,CHATTERJEE A., TIWARIS., SARKAR
CH., KUMAR DAS S., KUMAR GHOSH S,
RAHA S. Atmospheric Research, 181:
44-53, 2016. https://doi.org/10.1016/j.
atmosres.2016.06.005

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

ZHANG D.D., PEART M.R., JIM CY. LA
J. Journal of Geophysical Research
Atmospheres. 107 (14): ACHg-1 - ACH9-6.
2002. DOI: 10.1029/2001JD001332

KUMAR R., RANT A., SINGH S.P., MAHARAJ
KUMARI K., SRIVASTAVA S.S. Journal of
Atmospheric Chemistry 41: 265-279. 2002.
https://link.springer.com/article/10.1023

/A:1014955715633

KHAN M.N., SARWAR A. Atmoésfera. 27
(1): 35-46. 2014. http://www.scielo.org.mx/
scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-
62362014000100004&Ing=es&nrm=iso

NIUH,,HEY.,LUX.X.,SHENJ.,DUJ.,ZHANG
T., PU T., XIN H., CHANG L. Atmospheric
Research. 144: 195-206. 2014. https://doi.
org/10.1016/j.atmosres.2014.03.010.

NATH, S. AND YADAY, S. Aerosol Air Qual.
Res. 18: 26-36. 2018. https://doi.org/10.4209/
aaqr.2017.01.0033

Romero Orué M., Gaiero D., Paris M.,
Formica S., Murray J., de la Hoz M., Lopez E.,
Kirschbaum, A. AndGeo, 44 (1): 59-78. 2017.
https://dx.doi.org/10.5027/andgeoV44n1-a04

Flores R., Bonilla P. Quimica Central. 1
(01): 27-34. 2010. https://doi.org/10.29166/
quimica.v1i1.1192

Fonseca Duarte A., Gioda A., Ziolli R., Du6
D. Rev Cubana Salud Publica. 39
(4), 627-639. 2013. http://scielo.sld.cu/
scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0864-
34662013000400002&Ing=es

https://www.who.int/es/news-room/fact-
sheets/detail/ambient-(outdoor)-air-quality-
and-health. Fecha de consulta: 10-05-2018

Scientific Journal from the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 26 Especial N° 3, 4, Julio - Diciembre 2018



CIENCIA 26 (3,4), 84 - 88, 2018
Maracaibo, Venezuela

Caracterizacion quimica y contenido de compuestos fenélicos totales
de hojas de Moringa oleifera Lam cultivadas en el estado
Zulia, Venezuela

Viluzca Chiquinquira Fernandez Palmar' y Joan Vilchez Chavez?

"Universidad del Zulia. Facultad Experimental de Ciencias. Departamento de Quimica. Laboratorio de Alimentos
2Moringales Biotech and Food C.A.Nude Agroalimentario Palito Blanco, Parcelamiento lo De Dlria.
*Fvilui2@gmail.com

Recibido: 11-09-18  Aceptado: 23-1018

Resumen

Se evaluaron las propiedades quimicas y el contenido de compuestos fenolicos totales de hojas de Moringa
oleifera Lam cultivadas en el estado Zulia. la caracterizacion fisicoquimica se realizé de acuerdo a lo establecido
porla A.O.A.C. La determinacioén de compuestos fenoélicos totales se realizé por el método de Folin-Ciocalteu
y el contenido de minerales empleando espectrometria de absorciéon atémica. Las hojas de moringa presentaron
un contenido de 21 mg/100mg de proteinas siendo este constituyente el de mayor importancia desde el punto
de vista nutricional. El mineral calcio (Ca) fue el mas abundante (0,15 mg/100mg) seguido de sodio (Na) y
hierro (Fe) con contenidos de 0,33mg/100mg respectivamente. No se determinaron cantidades significativas de
potasio (K) y cobre (Cu). Los extractos de Moringa oleifera Lam fueron obtenidos empleando solucion etanélica
al 70% con dos técnicas de extraccion (1) maceracidon con agitacién mecanica y (2) extraccion con ultrasonido.
Las muestras obtenidas con extraccidon ultrasénica presentaron un contenido de compuestos fenolicos totales
18,70 £0,032 mg GAE/100g, mayores a los obtenidos por agitacién mecanica lo que demuestra que la técnica
empleada afecta la extraccion de estos compuestos en la matriz. Los ensayos de screening fitoquimico de los
extractos de hojas de Moringa oleifera indicaron la presencia de flavonoides, fitoesteroles, taninos y diterpenos
por los cuales se puede inferir que los extractos pueden presentar actividad cito génica de interés. Las hojas de
Moringa Oleifera Lam pueden constituir una fuente de interesante de macro nutrientes, micronutrientes y
compuestos funcionales, antioxidantes tipo compuestos fenélicos para la dieta.

Palabras claves: Moringa oleifera, compuestos fenélicos.

Chemical characterization and total phenolic content of Moringa oleifera Lam
leaves grown in the state of Zulia, Venezuela

Abstract

The chemical properties and content of total phenolic compounds of Moringa oleifera Lam leaves grown in
the state of Zulia are evaluated. The physicochemical characterization was carried out according to established
by the A.O.A.C. The determination of total phenolic compounds was carried out by the Folin-Ciocalteu method
and the mineral content using atomic absorption spectrometry. The morning leaves since they present a content
of 21 mg/100 mg of proteins, this constituent being the most important from a nutritional point of view. The
mineral calcium (Ca) was the most abundant (0.15 mg/100mg) followed by sodium and iron with contents of
0.33mg/100mg. No significant amounts of potassium (K) and copper (Cu) were determined. Moringa oleifera
Lam extracts were obtained using 70% ethanolic solution with two extraction techniques (1) maceration with
mechanical stirring and (2) extraction with ultrasound. The samples obtained with ultrasonic extraction
presented a content of 18.70 + 0.032 mg GAE / 100g, higher than those obtained by mechanical stirring, which
shows that the technique used affects the extraction of these compounds in the matrix. The phytochemical
screning tests of Moringa oleifera leaf extracts indicated the presence of flavonoids, phytosterols, tannins and
diterpenes by which it can be inferred that the extracts may present cytogenetic activity of interest. Moringa
Oleifera Lam leaves can be an interesting source of macro-nutrients, micronutrients and functional compounds,
antioxidants such as phenolic compounds for the diet.

Key words: Moringa oleifera, phenolic compounds.
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Introducciéon

Loscompuestosfenolicossonsustanciasorganicas
ampliamente distribuidas en el reino vegetal, se
sintetizan como compuestos secundarios y son en
gran medida responsables de las propiedades del
color, la astringencia y el aroma de los vegetales 1,2
Las propiedades anti-radicales libres de los fenoles
se dirigen fundamentalmente hacia los radicales
hidroxilos y superdxidos, especies altamente
reactivas implicadas en el inicio de la cadena de
peroxidaci6on lipidica, previenen la agregacion
paqueteria y protegiendo a las lipoproteinas de baja
densidad dela oxidacién 3. Los antioxidantes pueden
definirse como sustancias que previenen o inhiben
la oxidacion de biomoléculas a nivel celular 2. En
condiciones normales el organismo humano cuenta
con sistemas antioxidantes los cuales mantienen
el equilibrio redox a nivel celular, sin embargo, un
incremento de estos radicales libres puede modificar
importantes moléculas como el ADN, lipidos y
proteinas afectando su funcionalidad y causando un
desbalance en la producciéon de especies reactivas
de oxigeno y en la defensa antioxidante provocando
un dano oxidativo conocido como estrés oxidativo,
el cual se ha asociado a varias enfermedades
humanas incluidas: cancer, neurodegeneracion,
enfermedades inflamatorias, cardiovasculares y
envejecimiento 4,5. Moringa oleifera, es un arbol
perteneciente a la familia Moringaceae, es nativo
de las estribaciones meridionales del Himalaya y
en la actualidad se cultiva practicamente en todas
las regiones tropicales, subtropicales y semiaridas
del mundo. Las hojas, flores y frutos son apreciados
por su valor nutritivo y pueden ser usados tanto
en la alimentacion humana como en la animal.
Las raices presentan dos alcaloides, la moringina
y moringinina, cuyos efectos alucinégenos
cuestionan su uso sin fines médicos supervisados.
Las hojas son excepcionalmente ricas en vitaminas y
diferentes aminoacidos, por lo que se recomiendan
para tratar problemas de malnutricion en nifios 6,7.
Los compuestos fendlicos presentes en Moringa
incluye flavonoides, antocianos, proantocianidinas
(o taninos condensados), quercentina, kaempferol,
cinamatos y formas derivadas del acido cafeico
que tienen importante actividad antioxidante y
microbiana 8.

Materiales y métodos
1. Obtencion de la materia prima

El material vegetal analizado fue provisto por
Moringales Biotech and Food C.A. estado Zulia-
Venezuela. El muestreo de las hojas se realizo
durante el periodo seco (mayo 2018), las hojas
recolectadas fueron almacenadas en cajas de
polietileno y trasladadas al area de deshoje, lavado

y deshidratado. El secado del material se realizo
empleando un deshidratador de las siguientes
caracteristicas: 2m x 0,50m x 1m con 20 bandejas
de malla metalica, 2 ventiladores de extracciéon
con resistencia-controlador eléctrico 001CC a una
temperatura de 35-40 °C durante 24h-36h hasta una
humedad aproximada de 5%. La muestra secada fue
pulverizada empleando un molinillo TURMEX® y
posteriormente tamizada con un tamiz de apertura
20 mech (apertura de 850 pum). Se tomaron (3)
muestras de 60 g, las cuales se almacenaron en
envases ambar y fueron mantenidos en un desecador
protegido de la luz hasta su anélisis.

2. Caracterizacién fisicoquimica de las
muestras de Moringa Oletfera Lam.

Se evaluaron los parametros acidez idnica,
humedad, grasa, proteinas y carbohidratos de
acuerdo a lo establecido por la Association of
Official Agricultural Chemists (AOAC). El contenido
de metales calcio, hierro, potasio, sodio y magnesio
se realiz6 en un espectrofotometro AA- Shimadzu
modelo AA 3250 previa digestion acida con acido
nitrico empleando sistemas cerrados.

3. Contenido de compuestos fenélicos
totales

Obtencion de los extractos: Se emplearon
dos métodos de extracciéon: (1). Maceracién con
agitacion mecanica y (2). Agitacion Ultrasonica
de alta intensidad (USAI). Se emple6 etanol al
70% (v/v) agente de extraccion bajo condiciones
previamente establecidas''2. Una vez obtenidos los
extractos se centrifugaron (20 miny 12.000 rpm) y
se concentraron a presion reducida en un evaporador
giratorio (Buchi Rotavapor R-215, Suiza) bajo vacio
controlado. Los extractos se almacenaron a -5°C en
envases ambar hasta su analisis el cual se realizo
en un tiempo no mayor de 48h desde su obtencion
para evitar el deterioro de los compuestos fenolicos
extraidos.

Purificaciéndecompuestosfenoélicostotales: Para
evaluar la calidad fenoélica de los extractos estos se
separaron empleando cartuchos C ; (Alltech® Maxi-
Clean™ Cartridges, Hight Flow tamafio de particula:
100um y tamano de poro: 60A). Los extractos se
concentraron a sequedad en un rotavapor giratorio
(Buchi Rotavapor R-215, Suiza) unido a una bomba
de aspiracion a 45 ° C. Las muestras se re-diluyeron
con agua acidificada (HCI al 0,01%) y pasadas por
los cartuchos C18 previamente activados con 20
mL de metanol acidificado, seguido de 30 mL de
agua acidificada, los compuestos solubles en agua,
incluyendo azdcares y acidos, se eluyeron con 30
mL de agua acidificada y los compuestos fenolicos se
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recuperaron con 15 mL de metanol acidificado. Los
extractos se emplearon para cuantificar el contenido
de compuestos fendlicos totales.

Determinacién del contenido de compuestos
fendlicos totales: Se realizd6 empleando el reactivo
Folin Ciocalteu segun lo reportado por Singleton y
Rossi's. Losresultados se expresaron en equivalentes
de 4cido galico (GAE, por sus siglas en inglés: Galic
Acid Equivalents).

Screening fitoquimico.de extracto etandlico
de Moringa Oleifera Lam: La caracterizacion
fitoquimica del extracto de hojas de Moringa
oleifera Lam incluyo las pruebas de flavonoides
(Shinoda y Reactivo Alcalino), esteroides (ensayos
de Salkowski y Liebermann Burchard), saponinas
(ensayo de espuma), taninos (ensayo del cloruro
férrico y ensayo de gelatina), fenoles (ensayo de
FeCl)) y alcaloides (ensayos de Mayer, Wagner y
Dragendroff) de acuerdo a lo sefialado por Tiwari
y col.5 El extracto analizado fue el obtenido luego
de la extraccion (ambos métodos) sin realizar el
tratamiento de micro extraccién con Cartuchos C8

Resultados y Discusiéon

1. Caracterizacion fisicoquimica de hojas
deshidratadas de Moringa oleifera Lam

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la
caracterizacion quimica y evaluacién nutricional
de hojas deshidratadas de Moringa oleifera Lam.
Los parametros fisicoquimicos humedad y pH
cumple con lo establecido por el Reglamento
Técnico Centroamericano RTCA67.04.50:08 para
este tipo de muestras. Las hojas presentaron un
contenido proteico de 21mg/100mg el cual puede
ser beneficioso para su implementaciéon como fuente
exogena de este componente a la dieta. El contenido
de metales como hierro y manganeso constituye de
las hojas de moringa un aporte para el suplemento
de estos en la dieta. El hierro y manganeso han
sido reportados como minerales esenciales para
el mantenimiento del organismo, el primero es
esencial para producir las proteinas hemoglobina y
mioglobina que transportan el oxigeno a la sangre
y el segundo es fundamental para la activacién
de diversas enzimas, la correcta utilizacion de
las vitaminas B y E y necesario para sintetizar la
aceltilcolina y un neurotransmisor cuya deficiencia
puede estar conectada a la diabetes mellitus,
ademas participa en la produccién de anticuerpos,
protegiendo al organismo de infecciones.

Tabla 1. Caracterizacion quimica y evaluacion nutricional de hojas deshidratadas de
Moringa oleifera Lam

ANALISIS QUIMICO VALOR OBTENIDO
Humedad (% m/m) 5,32+0,13
pH 4,22+0,005
Grasa total, mg/100mg 11,01+0,012
Carbohidratos totales, mg/100mg 42
Proteinas, mg/100mg 21,124+0,01
Calcio, mg/100g 0,15+0,001
Cobre, mg/100mg No detectable
Hierro, mg/100mg 0,066+0,0012
Potasio, mg/100mg No detectable
Sodio, mg/100mg 0,33+£0,005

Manganeso, mg/100mg

0,066+0,0011

Nota: "Valores promedio del analisis de las muestras por triplicado + desviacion estandar

2, Contenido de compuestos fendlicos
totales

Determinacién del contenido de compuestos
fendlicos totales. El contenido de compuestos
fendlicos totales en extracto crudo y purificado se
muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Contenido de compuestos
fenolicos totales de hojas deshidratadas de
Moringa oleifera Lam

Extractos fenoélicos Observacion
purificados experimental de
(mg/ g extracto seco) interés

Extracto etanoélicos
(maceracién con
agitacion mecanica)

7,23+0,077°

Extracto etandlicos
(USAID)

a,b Indices de Duncan diferentes indican
diferencias significativas entre la serie de datos
(p<0,05)

18,70 £0,0,32%

El contenido de compuestos fendlicos en
las muestras analizadas fue superior (p<0,05)
cuando se emple6 USAI para la extraccion de estos
compuestos. La aplicacion de ultrasonido incita
la formacion de pequenas burbujas sometidas a
una rapida compresiéon y expansion adiabatica,
que provoca un aumento local de la temperatura
y presion dentro de ellas, lo que puede provocar
un aumento en el rendimiento de extraccion'>.
Durante la sonicaciéon, el proceso de cavitacion
provoca el hinchamiento de las células, absorcion del
solvente y una ampliacion de los poros de la pared
celular con lo cual se permite una mayor difusividad
del solvente a través de los tejidos y los rendimientos
de extracciéon son favorecidos, asi mismo debe
considerarse el hecho de que la sonicacién puede
incitar el rompimiento de las paredes celulares y
facilitar el “lavado” del contenido de las mismas16.
La técnica es adicionalmente considerada como
una tecnologia inserta en la Green Chemistry y
comparada con otras técnicas mas sofisticadas para
la extraccion de estos metabolitos a escala industrial
la misma se reconoce como de més facil operatividad
ybajo costo comparada con técnicas como extraccion
supercritica de fluidos o microondas.

Una de las limitaciones de los procesos de
extraccion de compuestos bioactivos es la afinidad
del agente extractor y el substrato, asi aunque
la extraccion busque solubilizar los compuestos
fenolicos en la matriz, otros compuestos pueden

ser extraidos en el proceso. Por esta razoén para
evaluar la pureza fenolica de los extractos estos se
purificaron con el empleo de columnas C

El contenido de compuestos fenolicos totales
superior al reportado por Valdes—Hernandez!® para
hojas Moringa oleifera Lam variedad supergenius,
cultivadas en Instituto Finlay (La Habana, Cuba),
quienes reportaron valores de 17,5 mg/ g extracto
seco. Pakade y col., 19 han reportado valores de
42,5+0,14 mg/ g extracto seco en hojas de origen
nicaragiiense, 28,7 +4,0; 31,9 4,9y 30,4+5,9 mg/ g
extracto seco en hojas pulverizadas para suplemento
distribuidas por proveedor comercial. Estos valores
son superiores a los determinados en este estudio,
sin embargo es importante destacar que los valores
en dichas investigaciones fueron determinados
en extractos cetdnicos, los cuales a diferencia de
los etandlicos obtenidos en esta investigaciones
su aplicabilidad es cuestionable debido a su alta
toxicidad, por lo cual el etanol es un solvente mas
atractivo pararealizar estas extracciones ya que tiene
propiedades quimicas a fines con los metabolitos a
extraer, siendo a la vez menos toxico.

Los valores obtenidos del contenido de
compuestos fendlicos (mg GAE/100g) son superiores
a los reportados para otras fuentes tradicionales
de estos metabolitos 11,8 +6,0 (repollo), 14,4 +2,6
(espinacas); 10,4 +7,9 (frijoles) 14,7 +3,9 (coliflor)
y 17,6 £2,9 (brocoli) por lo cual su inclusion en
la dieta puede ser considerada como fuente de
compuestos fenolicos en la dieta con los efectos
positivos derivados y/o asociados para el beneficio
del consumidor.

3.1. Screening fitoquimico de los extractos
etanolicos

Los resultados de la caracterizacion fitoquimica
del extracto etandlico en hojas Moringa oleifera Lam
Tabla 3. El extracto contiene taninos, flavonoides,
terpenos y esteroides. No se evidenci6 la presencia
de alcaloides en lo extractos. La formacion de
un precipitado rojo cuando los extractos fueron
tratados con solucion Fehling indica la presencia
de glucosidos en su composiciéon. Los flavonoides
por su actividad antioxidante y microbiana y los
fenoles son potentes captadores de radicales libres,
antivirales, antimicrobianos y antinflamatorios 20.
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Tabla 3. Analisis fitoquimico de extracto etandélicos de hojas Moringa oleifera Lam

Constituyente Prueba Resultado Descripcion del resultado
Ensayo de Mayer Formacion de precipitado blanco
Alcaloides Ensayo de Wagner - Formacioén de precipitado marron
Ensayo de Dragendroff Formacibén de precipitado rojo
Flavonoides Shinoda N Coloracién magenta
Reactivo Alcalino Coloracion amarilla/incolora
- Ensayo de Fehling Precipitado rojo
Glucosidos Ensayo de Molich ) Formacion anillo violeta
Saponinas Ensayo de espuma - Formacién de espuma (< 20 s)
Taninos Ensayo del cloruro férrico N Precipitado verde oscuro
Ensayo de gelatina Precipitado blanco
Fitoesteroides Ensayo de Salkowski N Coloracién amarilla
Ensayo Liebermann Burchard Anillo marrén
Diterpenos Ensayo de acetato de cobre + Coloracién esmeralda
Conclusion 10. Rodriguez E., Gutierrez, E., Quintero, R. Rev.

Las hojas deshidratadas de Moringa oleifera
Lam son una fuente de compuestos fenolicos y otros
metabolitos secundarios para la dieta. Presentan
una calidad nutricional de elevada para el consumo
como suplemento dietético, principalmente como
fuente de hierro y proteinas.
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Resumen

El presente estudio describe la sintesis, caracterizaciéon y evaluacién de la actividad antimicrobiana del
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil }etilideno)hidracinacarboxamida (5), el cual se disefi6 y sintetiz6
aplicando una estrategia de hibridacion molecular, considerando dos porciones farmacoféricas: 7-cloro-4-
aminoquinolinay semicarbazona; ambas fracciones se han relacionado con la actividad antimicrobiana exhibida
por una serie de derivados sintetizados. El compuesto 5 se caracterizé empleando estudios de RMN 'H, RMN
BC y espectrometria de masas con ionizacion por electrospray (ESI-EM). La evaluaciéon biolégica demostro
que el compuesto posee una actividad antimicrobiana contra la bacteria Gram (-) Pseudomona aeruginosa,
comparable con las actividades correspondientes a la amikacina, ampicilina-sulbactam y la ofloxacina.

Palabras clave: semicarbazona, 7-cloro-4-aminoquinolina, actividad antimicrobiana, hibridacién molecular.

Synthesis, characterization and antimicrobial activity of a 7-chloro-4-
aminoquinolinesemicarbazone derivative

Abstract

This study describes the synthesis, characterization and antimicrobial activity evaluation of
2-(1-{3-[(7-chloroquinolin-4-yl)amino]phenyl}ethylidene)hydrazinecarboxamide (5), which was designed and
synthesized applying a molecular hybridization strategy, considering two pharmacophoric portions: 7-chloro-
4-aminoquinoline and semicarbazone; both fractions have been related to antimicrobial activity exhibited by
a series of derivatives synthesized. Compound 5 was characterized using ‘H NMR, 3C NMR and Electrospray
Ionization Mass Spectrometry (ESI-MS) studies. Biological evaluation showed that compound 5 exhibited
antimicrobial activity against bacteria Gram (-) Pseudomona aeruginosa, comparable with the activities
corresponding to Amikacin, Ampicillin/Sulbactam and Ofloxacin.

Keywords: semicarbazone, 7-chloro-4-aminoquinoline, antimicrobial activity, molecular hybridization.
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Introduccion

La Quimica Medicinal posee como objetivo
central la identificacion, diseno, sintesis y desarrollo
de nuevos compuestos con potencial uso terapéutico.
Dentro de la gran variedad de compuestos organicos
estudiados existe un grupo con un alto perfil
farmacologico y aplicaciones clinicas como es el
caso de las semicarbazonas.

Las semicarbazonas han sido motivo de interés
en el area farmacéutica debido a sus propiedades,
principalmente de tipo antimicrobiana (1-5).
Sin embargo, también han mostrado actividad
antichagasica (6),anticonvulsivante (7)yantitumoral
(8). Estas propiedades se han adjudicado al grupo
semicarbazona como farmaco6foro fundamental y
al hecho de que también pueden ser precursoras
de otros compuestos con igual o distinta actividad
bioldgica. En la actualidad las semicarbazonas han
cobrado relevancia al ser consideradas ligandos en
la sintesis de complejos de coordinacion, los cuales
son capaces de potenciar su actividad por algin
efecto sinérgico con el metal (9,10).

Por otra parte, los derivados de quinolina también
son conocidos porsu potencial actividad antibacterial
y antifangica (11-14). Estudios como la sintesis de
derivados de 7-cloro-4-aminoquinolinas (15,16) con
prometedoras actividades antimicobacterianas son
el enfoque de este estudio, considerandose como
otro farmaco6foro de importancia en el diseno de
compuestos con potencial actividad antimicrobiana.

La necesidad de progresar en el desarrollo
de nuevas drogas antimicrobianas que permitan
disminuir los eventos de resistencia y aumentar
la eficacia, ha llevado a la generacion de diversas
propuestas metodoldgicas de diseno de drogas. Una
de estas estrategias es la hibridacion molecular,
basada en la combinacion de restos farmacofoéricos
de diferentes sustancias bioactivas para producir
un nuevo compuesto hibrido con afinidad y eficacia
mejoradas, en comparacion con los compuestos
originales (17).

En tal sentido, resulta interesante el disefio y
sintesis de compuestos que incluyan los fragmentos
farmacoféricos 7-cloro-4-aminoquinolinico
semicarbazona (hidracinacarboxamida), con la finalidad
de evaluar su potencial actividad antimicrobiana. En
este articulo se presentan la sintesis, caracterizacion
y evaluacion de la actividad antimicrobiana del
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil }etilideno)
hidracinacarboxamida (5), compuesto novel que
posee en su estructura quimica ambas porciones
farmacoforicas (ver figura 1).

Materiales y métodos

Todos los reactivos y solventes empleados
fueron de grado analitico. Los solventes se
sometieron a previos procesos de secado mediante
métodos estandares. La pureza de los compuestos
sintetizados se evalu6é por cromatografia de capa
fina (CCF o TLC), usando placas de Gel de Silice
60 con indicador fluorescente UV, una lampara
ultravioleta y un sistema de solvente adecuado.
Todos los puntos de fusién se midieron empleando
un fusiometro digital Stuart Scientific modelo SMP3
(Sigma-Aldrich) y no fueron corregidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) se tomaron empleando dos espectrometros,
uno de marca JEOL ECLIPSE y otro de marca Bruker
AVANCE II, de 270 MHz y 300 MHz para RMN 'H
y con potencia de 67,9 MHz y 75,47 MHz para RMN
BC, respectivamente. Se utiliz6 DMSO-d6 como
solvente. El desplazamiento quimico (8) se reportd
en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz,
empleando como referencia trazas de TMS, como
estandar interno.

La espectrometria de masas por ionizacion
electrospray (ESI-EM), se emple6 para identificar
el ibn molecular precursor del compuesto novel 5,
usando un espectrometro de masas de la serie TSQ
Quantum con triple cuadrupolo (marca Thermo
Scientific) acoplado a un sistema de cromatografia
de liquidos (CL), bajo las siguientes condiciones
de funcionamiento: voltaje de spray, 3.5-5kV;
temperatura del capilar, 200-350°C; gas envolvente
(N2), 1.9-20 pl/min. La muestra se solubilizdé en
DMSO a una concentracién de 1 mM.

Los bioensayos sobre la actividad antimicrobiana
se realizaron en el Departamento de Biologia Celular
dela Universidad Simén Bolivar, Caracas-Venezuela.

Procedimiento para la obtencion del
derivado 7-cloro-4-aminoquinolinsemicar-
bazona (5): La obtencién del compuesto novel
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil }etilideno)
hidracinacarboxamida (5) se realizO en dos
pasos, iniciando con la sintesis del intermediario
3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]acetofenona (3),
mediante un procedimiento reportado previamente
(18). Seguidamente, el intermediario 3 se someti6 a
una reacciéon de adicion nucleofilica para obtener el
derivado 5, segin el esquema mostrado en la figura 1.

Sintesis de 3-[(7-cloroquinolin-4-il)ami-
nolacetofenona (3): En un balén de reacciéon
de tres bocas, provisto de un sistema de agitacion
y calentamiento, se prepar6 una mezcla de los
reactivos en una relaciébn molar 1:1, disolviendo
0,5 g (2,5 mmol) de 4,7-dicloro-quinolina (1) en
etanol seco (25 mL) para posteriormente agregar
0,37 g (2,75 mmol) de la 3-aminoacetofenona (2),
sometiendo la mezcla a calentamiento en reflujo
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(80-85°C) durante 9 horas, manteniendo agitacion
constante y monitoreando el transcurso de la
reaccion por TLC. El solido obtenido se filtro, se lavo
con etanol y éter dietilico y se recristalizo a partir de
una mezcla de etanol-metanol (2:1).

Sintesis de 2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)
amino]fenil}etilideno)hidracinacarbo-
xamida (5): En un balén de reaccion de tres bocas,
provisto de un sistema de agitaciéon y calentamiento,
se prepar6 una mezcla de los reactivos en una
relacion molar 1:1, disolviendo 0,42 g (1,42 mmol) de
la 3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]acetofenona (3)
en metanol seco (20 mL) hasta obtener una solucién
transparente. Posteriormente, se agregd 0,158 g
(1,42 mmol) de clorhidrato de semicarbazida (4) y
0,116 g (1,41 mmol) de acetato de sodio, sometiendo
la mezcla a calentamiento en reflujo (65-70°C),
manteniendo el pH entre 4,0-5,0; bajo agitacion
constante y monitoreando el transcurso de la
reaccion por TLC. El s6lido obtenido se filtro, se lavo
con metanol por triplicado, se recristalizo a partir de
una mezcla de DMF-metanol (1:5) y finalmente se
volvib a lavar con éter dietilico.

Actividad antimicrobiana

Los bioensayos se realizaron utilizando el método
de difusion sobre placas de agar (19). Se prepard
una suspension de cada compuesto en la mezcla de
solventes H,O/DMSO/EtOH/Acetona 40:40:10:10
(C= 2-3 mg/mlL, 5ul). Las referidas suspensiones
se colocaron en discos de papel absorbente (@ =
5 mm). La actividad bioldgica se evalué contra los
microorganismos Gram (+): Staphylococcus aureus
(American Type Culture Collection [ATCC] 25923) y
Bacillus cereus (ATCC 14579), los microorganismos
Gram (-): Escherichia coli (ATCC 35218) vy
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Se evalud
la actividad antimicotica utilizando la levadura
Candida tropicalis MLDM 345611. P. aeruginosa,
B. cereus y C. tropicalis fueron incubados a 30 °C,
mientras que E. coli y S. aureus fueron incubados a

37 °C.

Como controles positivos se utilizaron los
antibi6ticos comerciales: Amikacina (AN), Ampi-
cilina-Sulbactam (AS), Ofloxacina (O), y Tilmicosin
(TIL) (BBL-Sensi-Disc); como control negativo se
emple6 la mezcla de solventes (S) utilizada para

solubilizar las muestras. Los cultivos microbianos
(0,1 mL) crecidos en placas LB preparado en el
laboratorio (20), y ajustados en soluciéon salina
(0,85 %v/v) a la concentracion correspondiente al
Standard de McFarland N° 0.5, fueron sembrados
en superficie en agar Mueller-Hinton (Merck
1.05437). En el caso de Candida tropicalis se utilizo
una placa de YPD para la evaluacion, ya que las
levaduras crecen mejor en este medio. Sobre el
césped microbiano se colocaron los discos de papel
de filtro con las diferentes muestras y los controles.

Resultados y discusiéon

El derivado 7-cloro-4-aminoquinolinsemicar-
bazona (5) se sintetiz6 a través de dos pasos, como
se muestra en la figura 1.

=

4

a) Reflujo en EtOH seco a 80-85°C por 9h
b) Reflujo en MeOH seco a 65-70°C / acetato de
sodio / pH 4-5

Figura 1. Esquema de Sintesis de
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil }
etilideno)hidracinacarboxamida (5)

El intermediario quinolinacetofenona (3)
se sintetiz6 a partir de la reaccion entre la
4,7-dicloroquinolina (1) y la 3-aminoacetofenona
(2), a través de un mecanismo de sustitucion
nucleofilica aromatica (SNAr). En esta reacciéon
se controlaron variables como la temperatura y
tiempo de reaccion, a fin de obtener los mejores
rendimientos. A continuacion se presentan las
propiedades fisicas y caracteristicas espectrales
del intermediario 3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]
acetofenona (3), las cuales se resumen en la tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades fisicas y caracteristicas espectrales del intermediario
3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]acetofenona (3)

Estado Fisico

Punto de fusiéon

Soélido amarillo palido

294 °C (Lit. [21] p.f. 250 °C).

RMN 'H (270MHz, DMSO-d,), [6 ppm, (multiplicidad, integral, asignacion)]

2.62 (s, 3H, CHB); 6.87 (d, 1H, H3, J%: 6.9 Hz); 7.75 (m, 2H, H4,,6,); 7.90 (dd, 1H, H,, J5,6: 9.2 Hz, J ;1 1.97
Hz); 8.01 (t, 1H, H_,J:7.4 Hz); 8.04 (s, 1H, H,); 8.21(d, 1H, H, J, ,: 2.2 Hz); 8.55 (d, 1H, H,, J, .: 6.9 Hz);

8’ 76,8° 27 T 2,3°

8.95(d,1H, H, J_.: 9.2 Hz); 11.39 (s ancho, 1H, NH)

RMN C (75,47MHz, DMSO-d6), [6 ppm, (asignacién)]

27.3 (CHS); 102.8; 119.0; 121.9; 124.3; 125.1; 125.8; 127.2; 127.9; 130.4; 134.8; 138.7; 141.4; 148.4; 149.8;
152.2 (C-aromaticos); 198.2 (C=0).

En un segundo paso el derivado 7-cloro-4-
aminoquinolinsemicarbazona (5) se obtuvo a través
de una reaccion de adicion nucleofilica entre el
clorhidrato de semicarbazida (4) con el intermediario
quinolinacetofenona (8). Debido a que el potencial
nucledfilo semicarbazida se encuentra bajo la forma de
clorhidrato, se agregd acetato de sodio en presencia del
compuesto carbonilico para liberar el reactivo nucleofilico,
ajustando el medio de la reaccién a un pH de 4,0-5,0; lo
cual se requiere para protonar el compuesto carbonilico
sin afectar apreciablemente la concentracion de la

semicarbazida libre. La reaccién se control6 modificando
variables como temperatura y tiempo de reaccion,
encontrandose que las mejores condiciones de reaccion
son aquellas donde se emplea una relacion estequiométrica
electrofilo / nucletfilo de 1:1, a una temperatura entre 65-
70°Cyaun tiempo no superior de 2 horas para completarla
reaccion. A continuacion se presentan las propiedades
fisicas y caracteristicas espectrales del compuesto final
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil}etilideno)
hidracinacarboxamida (5), las cuales se resumen en
la tabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicas y caracteristicas espectrales del derivado
2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]fenil}etilideno)hidracinacarboxamida (5)

Estado Fisico

Punto de fusiéon

Solido fino amarillo palido

250 °C

RMN 'H (270MHz, DMSO-d,), [6 ppm, (multiplicidad, integral, asignacion)]

2.22 (s, 3H, CH3); 6.42 (s ancho, 2H, NH)); 6.79 (d, 1H, H,J,,7.04 Hz); 7.44 (d,1H, Hg ", J,;5.9:0 Hz);
7.54 (t, 1H, H,,J:9.0 Hz); 7.80 (dd, 1H, H,.); 7.83 (dd, 1H, H,); 7.99 (t, 1H, H,., J: 2.7 Hz); 8.22 (d, 1H, H,
Jggt 2.06 Hz); 8.47 (d, 1H, H,, J,,17.06 Hz); 8.94 (d, 1H, H,J_ 9.16 Hz); 9.36 (s, 1H, N-NH-CO); 11.25 (s

ancho, 1H, Ar-NH-Ar).

RMN 3C (75,47MHz, DMSO-d6), [6 ppm, (asignacion)]

13.1 (CHS); 100.3; 115.8; 119.0; 122.6; 124.8; 124.9; 126.1; 127.0; 129.5; 137.0; 138.1; 139.0; 140.0; 142.9;
143.1 (C-aromaticos); 154.8 (C=N); 156.8 (C=0)

Espectro de Masas (ESI-MS), [Ion: m/z]

[M+H]* = C18H16C1N5O + H: 354.21 (i6n molecular precursor)

Cabe destacar que la purificacion de los
compuestos se realiz6 con dificultades debido a las
bajas solubilidades en la mayoria de los solventes
organicos comunes.

En relacibn a la actividad antimicrobiana,
los resultados obtenidos de los bioensayos del
intermediario quinolinacetofenona (3) y del
derivado  7-cloro-4-aminoquinolinsemicarbazona
(5), se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Actividad microbiana de los compuestos evaluados 3y 5 (C = 2-5 mg/mL).
Controles: Amikacina (AN, 30 ng), Ampicilina-Sulbactam (AS, 20 pg), Ofloxacina (O, 5 pg),
Tilmicosin (TIL, 15 pug) y Mezcla de solventes (S). (-) = No hay inhibicion.

A partir de los resultados obtenidos, se corrobor6
que ninguno de los microorganismos Gram (+)
y Gram (-) mostraron sensibilidad frente a la
mezcla de solventes. Por otra parte, los antibioticos
empleados demostraron tener actividad biologica
especifica contra los microorganismos empleados,
inclusive contra Candida tropicalis.

El intermediario quinolinacetofenona (3) solo
fue activo contra Staphylococcus aureus, una
bacteria Gram (+); tal como se ha reportado en
algunos estudios con derivados fenilactofenonas
(22) y alquilacetofenonas (23). Por otra parte, el
derivado  7-cloro-4-aminoquinolinsemicarbazona
(5), mostr6 ser activo solo contra Pseudomonas
aeruginosa, presentando en este estudio una
actividad comparable con las correspondientes a
la amikacina, ampicilina-sulbactam y la ofloxacina.
La Pseudomona aeruginosa, es una bacteria Gram
(-) que causa infecciones con una alta tasa de
mortalidad y resulta sumamente resistente a una
gran cantidad de antibi6ticos comerciales (24,25),
de alli la importancia de esta actividad presentada
por el compuesto 5, el cual puede ser un candidato
para ser evaluado como posible ligando en sintesis
de complejos, los cuales pudieran incrementar la
potencia de la actividad antimicrobiana por algin
efecto sinérgico con el metal empleado.

Conclusiones

Se sintetizo el 2-(1-{3-[(7-cloroquinolin-4-il)
amino]fenil}etilideno)hidracinacarboxamida (5),
compuesto cuya estructura presenta dos porciones
farmacoéforicas relacionadas con actividad
antimicrobiana: la 7-cloro-aminoquinolina y la
semicarbazona, bajo una estrategia de diseno
basada en la hibridacién molecular. El compuesto
sintetizado en este estudio mostré una actividad
antibacterial contralabacteria Gram (-) Pseudomona
aeruginosa, presentando una actividad comparable
con las correspondientes a la amikacina, ampicilina-
sulbactam y la ofloxacina. Este resultado permite
proponer al compuesto 5 como un posible ligando
para la sintesis de complejos con la finalidad de
evaluar una posible sinergia con el metal central que
pudiera potenciar la actividad antibacterial.
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Resumen

Se estudié la deshidroisomerizacion de n-butano utilizando catalizadores de Pt/Ga,0,/AL O, bajo
condiciones de flujo a presion atmosférica y 550°C. Los sblidos se prepararon por impregnacion a humedad
incipiente de y-A1203 con soluciones acuosas de (H,PtCl..6H,O) y Ga(NOS) , fijando el contenido de Pt en 0.5
%p/p v las relaciones molares Ga/Pt entre 1y 16. La caracterizacién incluyo SICP, DRX, adsorcion de nitrégeno,
quimisorcion de H,, TPR, FTIR de CO adsorbido e isomerizacion de 1-buteno. Los patrones de XRD indicaron
que la galia estaba bien dispersa sobre la alimina, mientras que los TPR mostraron que existe una débil
interaccion entre el Pt y el Ga. La adicién de galia disminuy6 la relacién H/Pt y la intensidad de las bandas
de infrarrojo de CO, indicando que hubo un bloqueo de los 4tomos de Pt superficiales por parte de la galia e
interacciones electréonicas Pt-Ga. La selectividad a productos de deshidroisomerizaciéon y la distribucién de
productos butenos resultaron con pocos cambios, indicando la necesidad de la presencia de sitios acidos de
Bronsted que favorezcan las reacciones de isomerizacion. Los sitios acidos de Lewis presentes en la alimina no
aportan la fortaleza necesaria para efectuar estas reacciones.

Palabras Claves: Deshidroisomerizacion, TPR, catalizadores Pt/Ga,0,/Al0,

Dehydroisomerization of n-butane on Pt/Ga,0,/Al O, catalysts

Abstract

The catalytic activity of Pt/Ga,0,/AlO, catalysts by using n-butane dehydroisomerization under flow
conditions at atmospheric pressure and 550°C was studied. These catalysts were prepared by incipient wetness
impregnation of y-Al,O, with aqueous solutions of H,PtCl,.6H,0 and Ga(NO,), to obtain a Pt content of 0.5 wt %
and atomic Ga/Ptbetween 1and 16 The catalysts were characterized by ICP, —sRay diffraction, N, adsorption, H,
chemisorption, temperature programmed reduction (TPR), FTIR of adsorbed CO and 1-butene isomerization.
XRD patterns indicated that gallia was highly disperse on alumina, meanwhile TPR results showed a weak
interaction between Pt and Ga. Gallia addition decreased H/Pt ratio and the intensity of CO infrared bands,
indicating a blocking of surface Pt atoms by gallia and electronics interactions Pt-Ga. The selectivity toward
dehydroisomerization and the butenes product distribution did not change significantly. These facts suggest
that the Bronsted acid site are necessary in the support to promote isomerization reactions, which are not
produced on Lewis’s acids sites from alumina.

Keywords: Dehydroisomerization, TPR, Pt/Ga,0,/Al O, catalysts
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Introduccion

El isobutileno es una materia prima de gran
importancia en la industria petroquimica porque a
partir de él se pueden obtener diversos productos
quimicos, tales como alcohol tert-butilico, 6xido
de isobutileno, isobutilén glicol, di-isobutileno,
éter metil terbutilico y éter etil terbutilico entre
otros [1,2,3]. Para producirlo, se utiliza n-butano
proveniente del gas natural y del gas licuado de
petroleo, por ser una materia prima abundante,
que puede ser isomerizado y deshidrogenado.
Industrialmente, estos procesos se efectiian en dos
reactores: uno con un catalizador de isomerizaci6on
(cloruros organicos, platino o alimina), seguido
de otro con un catalizador de deshidrogenacion
(cromia/aliimina o catalizadores a base de platino),
o viceversa, primero deshidrogenacion y luego
isomerizacion [4].

Muchos materiales se han explorado como
catalizadores para la deshidrogenacion de parafinas,
pero solo cromo/altmina y platino/alimina se han
desarrollado industrialmente [5]. Recientemente,
se ha reportado la conversion directa de n-butano
a isobutileno en una sola etapa empleados
catalizadores bifuncionales de Pt soportado en
alguna zeolita. El platino actia como agente
deshidrogenante, mientras que los sitios acidos
de Bronsted responsables de la isomerizacién son
provistos por la zeolita [6].

La dispersion del platino afecta la selectividad
a los distintos productos de la reaccion, ya que
agregados grandes generan mayor cantidad de
productos de hidrogendlisis y una menor formaciéon
de n-butenos e isobutileno. La adicion de un
segundo metal (por ejemplo Sn, Cu o In) diluye los
agregados de platino y al mismo tiempo disminuye
la acidez, con lo cual se reduce la formacion de coque
responsable de la desactivacién del catalizador [7].
En este trabajo se estudi6 la deshidroisomerizacion
de n-butano en catalizadores de platino soportado
en g-alimina modificada con 6xido de galio.

Materiales y métodos
Preparacion de los catalizadores.

Se utiliz6 como soporte una y-AlLO, (Alfa
Aesar) tamizada a un tamafio de 60-80 mallas
(0.250-0.180 mm) y calcinada a 700°C por 4 h.
Los catalizadores fueron preparados mediante el
método de impregnacion a humedad incipiente,
a partir de la adiciéon de los volamenes adecuados
de la solucién acuosa de Ga(NO3)3 (Alfa Aesar, 0.05
g/cm3) al soporte. Los sblidos con la solucion de
impregnacion se colocaron en un rotavapor a 80°C
para eliminar la humedad hasta sequedad, luego
fueron calentados en la estufa a 75 °C durante toda

la noche y posteriormente fueron calcinados por
2 h. Los solidos obtenidos fueron impregnados
agregando el volumen adecuado de la solucion
de H,PtCl..6H,O (Aldrich 0.02 g/cm?), y luego se
siguieron las mismas etapas que con laimpregnacion
del Ga. El contenido de Pt se mantuvo constante en
0.5%p/p y el contenido de Ga se vari6 para obtener
relaciones molares Ga/Pt de 1, 2, 4, 8 y 16. Como
muestra de referencia se preparé un catalizador
de 0.5 %Pt/AlL O, (PtA). La nomenclatura de los
catalizadores pueée observarse en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica, area BET y
relacion H/Pt de los catalizadores

Catalizador %Pt %Ga,0, Swer  H/Pt
2 m*/g)
PtA 0.40 0 220 0.70
Pto.25GaA 0.37 0.20 211 0.71
Pto.5GaA  0.40 0.37 208 0.69
Pt1GaA 0.38 0.63 203 0.56
Pt2GaA 0.36 1.32 188 0.41
Pt4GaA 0.39 3.65 179 0.31

Analisis Quimico

El contenido de Pt y Ga de los catalizadores fue
obtenido mediante la espectroscopia de emision
atomica por plasma acoplado inductivamente (ICP),
utilizando un espectrometro de emision Thermo
Electron Corporation iCAP 6000 series.

Difraccion de Rayos X.

Los patrones de difraccién de rayos X de las
muestras fueron registrados en un difractbmetro
Bruker D8 Focus, operando a 40 KV y 40 mA, a
una velocidad de barrido de 0.2° 20 min™, con un
tamafo del paso de 0.02° y un tiempo por paso de
0.1 s, empleando una radiaciéon Cu Ka.

Area superficial

Se determiné en un equipo Micromeritics ASAP
2010, siguiendo el método BET y empleando 100 mg
de muestra previamente secados con aire sintético a
150 °C por 2 h a presion atmosférica.

Reduccion a temperatura programada

Los perfiles de TPR se registraron en una linea
de reaccion de acero inoxidable acoplada a un TCD.
En un reactor de cuarzo se colocaron 100 mg de la
muestra sosteniéndola con lana de cuarzo. El secado
se realiz6 en flujo de Ar (30 cm3/min) calentando
la muestra desde temperatura ambiente hasta 120
°C con una tasa de calentamiento de 10 °C/min
por 1 h, luego se enfri6 a temperatura ambiente y
simultineamente se hizo pasar la mezcla de 5%
H,/Ar por la linea en derivacion para estabilizar el
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TCD, seguidamente se procedi6 al calentamiento
en flujo de H,/Ar (30 cm3/min) desde temperatura
ambiente hasta 850 °C (10 °C/min) registrando los
cambios de conductividad térmica en un multimetro
para obtener los perfiles de reduccion.

Quimisorcién de Hidrogeno

La quimisorciéon de H, se realiz6 en la misma
linea utilizada para llevar a cabo los experimentos
de TPR. 100 mg de muestra fueron colocados en el
reactor y se secaron en un flujo de Ar de 30 cm3/
min desde temperatura ambiente hasta 120 °C con
una tasa de calentamiento de 10 °C/min, durante
1 h. Seguidamente, se calent6 la muestra hasta
550 °C en el mismo flujo de Ar y luego se conmutd
a H, con un flujo de 30 cm3/min manteniéndose
a 550 °C por 2 h; a continuaciéon se enfrié hasta
temperatura ambiente en flujo de Ar y se confind la
muestra durante 14 h. Seguidamente, se realizaron
dos tratamientos consecutivos de limpieza de la
superficie, que consistieron en calentar la muestra
en flujo de Ar hasta 550°C, mantener estable la
temperatura durante 30 min y enfriar a temperatura
ambiente. Posteriormente, con la muestra a
temperatura ambiente se procedi6 a inyectar pulsos
de H, de 65 pL cada 4 min hasta asegurar que las
areas de los picos detectados fuesen constantes,
para obtener las cantidades de H, quimisorbido y la
relacién molar H/Pt.

Espectroscopia infrarroja de CO adsorbido

Las mediciones de infrarrojo se realizaron en
un equipo espectrémetro infrarrojo Shimadzu, Ir
Prestige 21 utilizando pastillas autosoportadas de
aproximadamente 20 mg/cm?, las cuales se secaron
en un flujo de 30 cm3/min de Ar por 1 h a 120 °C
y posteriormente se redujeron en flujo de H, de
30 cm3/min por 1 h a 400 °C y se enfriaron hasta
temperatura ambiente en flujo de Ar. Finalizado
este tratamiento, primero se midi6é el espectro
“background” con la pastilla y posteriormente
se inyectaron 4 pulsos de CO, registrandose los
espectros luego de transcurrir 5 min después de la
inyeccién, manteniendo la muestra en flujo de Ar.
El altimo espectro fue tomado después de saturar
la muestra en flujo de CO durante 5 min y purgando
15 min en flujo de Ar. Los espectros fueron tomados
entre 1700 y 2200 cm™, rango donde se observan las
formas principales de adsorcion del CO sobre el Pt.
La resolucion usada fue 2 cm™.

Deshidroisomerizacion de n-butano

La deshidroisomerizacion de n-butano se efectud
a 550 °C y 1 atm, con una alimentaciéon de 40 ml/
min de n- C H  en H, (relacion H /n C H =4),
analizandose el efluente del reactor al primer ' minuto
y luego cada 15 min por 3 h en un cromatbgrafo
Perkin-Elmer Clarus 500 provisto con un detector de
ionizacion de llama (FID) y una columna capilar de

50 mx 0.25 mm x 4 mde Al,O /KCl La selectividad
a productos de deshidroisomerizaciéon (Spy) fue
calculada como los moles de trans-2-buteno, cis-
2-buteno e isobutileno formados entre los moles
que reaccionaron, mientras que el rendimiento a
isobutileno fueron los moles del mismo entre los
moles que reaccionaron de la alimentacion.

Resultados y discusion

La tabla 1 muestra los contenidos de Pt y Ga O
de los catalizadores estudiados, determinados
mediante ICP. Los valores obtenidos resultaron
en general ligeramente menores a los valores
nominales. Los resultados obtenidos por el método
BET muestran que la adiciéon de Ga,O, produjo en
la alimina (230 m?/g) una disminucién progresiva
del 4rea S, en concordancia con lo observado en
los patrones de XRD (no mostrados), este hecho
indica que la galia se encuentra taponando los poros
de la altimina y el efecto se incrementa cuando el
contenido de galia aumenta [8]. Adicionalmente,
la ausencia de sefiales de difraccion que pudieran
ser atribuidas a la Ga,0,, indica que la misma se
encuentra bien dispersa sobre el soporte.

Los perfiles de TPR de los catalizadores de Pt
soportados en alimina se muestran en la Figura
1. Para el caso del catalizador PtA (Figura 1a) se
observan dos senales de reduccién, la primera
que es la mas intensa con un méaximo a 232 °Cy
la segunda es una amplia sefial con un méximo a
356 °C. De acuerdo con Choren y col. [9] el Pt* se
reduce directamente a Pt°, por lo tanto, ambos picos
de reduccion pueden ser asociados a interacciones
débil y fuerte del complejo (PtCl))* con la alimina.
Por otra parte, Arteaga y col. [10] propusieron
una explicacion diferente, el primer pico se debe
a la reduccion de una fraccion del complejo
directamente a Pt° y la otra a Pt**, siendo estas
especies estabilizadas por la alimina (Pt**-AlL, O ), y
el segundo pico corresponde a la reduccion de tales
especies de Pt** a Pt°. La adicién de galia desplazd
ligeramente el primer pico a temperaturas menores,
aunque la intensidad se mantuvo esencialmente
constante, (con excepcion de la muestra Pt2GaA)
mientras que en el caso del segundo pico se observo
un desplazamiento a temperaturas mayores (cercano
a415°C) con un incremento en el area del pico abajos
contenidos, que a su vez fue disminuyendo a medida
que aumento la cantidad de galia. Considerando que
los catalizadores no fueron previamente calcinados,
puede inferirse que, en el caso del primer pico de
reduccion, la galia tuvo un efecto poco significativo
sobre la reduccion de las especies de Pt porque su
intensidad se mantuvo y el desplazamiento de los
méaximos fue muy pequeno (alrededor de 10°C).
Por el contrario, en el segundo pico de reduccion, el
Pt cataliza la reduccion de la galia en mayor grado
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cuando ésta se encuentra en bajos contenidos y este
efecto promotor va disminuyendo con el contenido
de Ga,O,. Para los catalizadores que so6lo contenian
galia practicamente no se observd ninguna sefal
de reduccion atn a elevadas temperaturas, por lo
tanto, el incremento en el 4rea del segundo pico de
reduccion se debe a que el Pt cataliza la reduccion de
las especies de Ga presentes.

235 H
247

414
230 ©)

3 228
g 365 ©)
3 97 320 "
232 )
356 ()
Q ' WCIiO ' 260 ' 360 ' 460 ' SCIiO ' 660 ' 760

Temperatura (°C)

Figura 1. Perfiles de reduccion de
las muestras: a) PtA, b) Pto.25GaA, c)
Pto.5GaA, d) Pt1GaA, e) Pt2GaA f) Pt4GaA.

La y-ALO,, no mostr6 consumo de hidrogeno,
atn después de la adicion de galia. En el caso del
catalizador PtA, (Tabla 1) se obtuvo una relaciéon H/
Pt de 0.70, que indica una buena dispersiéon del Pt
sobre la alimina. La adicién de galia ocasion6 una
leve disminuciéon de la relacion H/Pt para bajos
contenidos y disminuciones cada vez mayores con
el incremento del contenido de galia. Esto pudiera
estar indicando que la galia bloquea los atomos
de Pt superficiales, disminuyendo la capacidad
de adsorcién de hidrégeno en los catalizadores,
tal como fue observado por Jablonski y col. en
catalizadores Pt-Ga [11].

Los espectros de FTIR de CO adsorbido en
condiciones de saturaciéon (Figura no incluida) para
el catalizador PtA mostraron 2 bandas, la primera
intensa a 2083 cm™ relacionada con la adsorcién de
CO de manera lineal sobre Pt° y la segunda muy débil
a 1840 cm™ atribuida a CO adsorbido tipo puente
[12,13]. En el resto de los catalizadores se observa
que la intensidad de la banda correspondiente a la
adsorcion de CO de manera lineal va disminuyendo
conforme aumenta el contenido de galia, mientras
que la banda correspondiente a CO puente
desaparece con la primera adiciéon de galia. Este
resultado est4 en concordancia con el obtenido para
la quimisorcion de hidrogeno, en donde se observd
la misma tendencia.

La figura 2 muestra las selectividades finales
de los catalizadores de Pt/Ga,0,/AlLO, en la
deshidroisomerizaciéon de n-butano. El catalizador
PtA mostr6 una alta selectividad a productos de
deshidrogenacion (85%) con selectividad a productos
C-C, (craqueo y/o hidrogenolisis) de 15%. La adicion
de galia favorecio las reacciones de deshidrogenacion,
disminuyendo la selectividad a productos C-C,, las
cuales cayeron desde 15 hasta 4%. La proporcion de
productos de deshidroisomerizacién se incrementd
con el contenido de galia desde 54 hasta 61% y no
sufri6 cambios con el tiempo de reaccion.

Gudaaaaa

a aaaa aaaa aaa aaa aaa

[0, NG, B,

Figura 2. Selectividades finales de las
muestras Pt/Ga,0,/Al O,.

La distribucion final de los productos butenos
en los catalizadores de Pt/Ga,0,/Al O, para la
deshidroisomerizacion de n-butano se presenta en
la Figura 3. El producto principal fue el 1-buteno,
seguido del trans-2-buteno, cis-2-buteno e
isobutileno, que es el producto deseado. Este
producto se encontr6 que en la etapa final de la
reaccion vari6 con el contenido de Galia desde 6 a
3%. Asi, se encuentra un efecto promotor de la Galia
relacionado con la modificacién de las especies de Pt
superficiales [14]

aa aaaa aaaa aaa aaa aaa

Figura 3. Distribucion de productos
butenos en catalizadores Pt/Ga,0,/Al,0,.
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A pesar de que los resultados delarelacion H/Pty
de los espectros de FTIR de CO adsorbido indicaron
una disminucion de la dispersion con el contenido
de galia, los resultados de TPR indicaron que la
naturaleza de los dtomos superficiales de platino
no fue modificada por la adiciéon de galia. Esto se
vio reflejado tanto en la selectividad a productos
de deshidroisomerizacién, como en la distribucion
de los butenos formados, donde préacticamente
no se encontraron diferencias entre los distintos
catalizadores. En este sistema el rol de la galia fue
disminuir el nimero de 4tomos superficiales de
platino que influye mas en la conversion que en la
distribuciéon de productos, posiblemente debido a
que la reaccién de deshidroisomerizacion requiere
principalmente de sitios acidos de Bronsted, siendo
los mas importantes en el sistema Ga,0,/Al O, los de
Lewis, los cuales parecen no contribuir notablemente
en la reaccion de deshidroisomerizacion.
Resultados similares fueron reportados por Gao
y col. [15] quienes encontraron que la adicién de
galio a catalizadores a base de cobalto, modulan la
distribucion de los atomos superficiales de Co, lo
cual trae consigo un aumento en la selectividad del
producto, a pesar de no favorecer a su conversion.

Losrendimientosinicial yfinal aisobutileno enlos
catalizadores Pt/Ga,O,/Al O, se encuentran listados
en la Figura 4. El rendimiento estid expresado en
moles de isobuteno producidos por cada 100 moles
de n-butano que reaccionan. Los rendimientos
maximos se obtienen con el catalizador de mas bajo
contenido de galia (Pto.25GaA) y se encuentran en
el orden del 5%. Estos valores se encuentran por
debajo de los conseguidos en otros sistemas, lo cual
nos indica que la alimina no resultd ser un soporte
efectivo para estas reacciones, debido a la existencia
de los sitios acidos de Lewis predominantes en este
soporte [16]. Estudios adicionales similares a los de
este trabajo se realizaran utilizando como soporte
un so6lido acido como la Zeolita Y, la cual puede
proveer de sitios acidos de Bronsted necesarios para
obtener mayores rendimientos a los productos de
isomerizacion.

7

6 J 58
5,0
54 46 i 48 45
43 -
4] 38 36 38
3,2
29
3
2
14
0 ‘ ‘ ‘ ‘ .
PtA PI0.25GaA  PI0.5GaA Pt1GaA Pt2GaA PtaGaA

OYinic @Yfin

Figura 4. Rendimientos a isobutileno en
los sistemas Pt/Ga,0,/ALO..

Conclusiones

La galia estaba bien dispersa sobre la alimina ya
que no se observo la formacion de fases atribuibles
a la galia por XRD mientras que el Pt no modifico
la estructura cristalografica de los so6lidos debido al
bajo contenido usado. El area superficial especifica
disminuy6 al adicionar galia lo cual se debe al
taponamiento de los poros por parte de la galia. El
efecto del Pt sobre el 4rea superficial de los sblidos es
poco significativo. En los catalizadores de Pt/Ga 0,/
Al O, se observo separacion entre las especies de Bt
y Ga y poca asistencia del Pt en la reduccion de la
galia de acuerdo a los perfiles de TPR. La relaciéon
H/Pt disminuy6 con el aumento del contenido de
galia, posiblemente debido a efectos de dilucién o
bloqueo de los dtomos de Pt superficial por parte
de la galia. En el catalizador monometélico de Pt
se observd predominantemente la adsorcion de
CO en forma lineal y la adici6én de galia suprimid
los sitios de adsorciéon de forma puente; ademas
se evidencia una modificacién electronica del Pt
producto de la interaccion con la Ga,O,. En el
sistema Pt/Ga,0,/Al O, la selectividad a productos
de deshidroisomerizacion y la distribuciéon de
productos butenos resultaron con pocos cambios.
Se confirma la necesidad de la presencia de sitios
acidos de Bronsted para favorecer las reacciones
de isomerizacion, ya que los sitios acidos de Lewis
presentes en la alimina no aportan la fortaleza
necesaria para efectuar estas reacciones, siendo el
isobutileno formado atribuido a la funcién metéalica
provista por el platino.
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