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Resumen

En este trabajo se presenta la sintesis y caracterizacién estructural del complejo 1-metil-hidantoina-cobalto(l1) tetrahidratado. El
cristal obtenido fue caracterizado mediante difraccion de rayos-X en muestras policristalinas y difraccion de rayos-X de monocris-
tal. El patron de difraccion de polvo confirma la formacién de un nuevo compuesto respecto al ligando puro. La estructura cristalina
se determind por métodos directos y refind por minimos cuadrados utilizando los programas SHELXS y SHELXL. El complejo
cristaliza en el sistema monoclinico con grupo espacial P2i/c (N° 14), Z = 2, con parametros de celda a = 6,9048(5) A, b =
12,180009) A, ¢ = 8,0251(6) A, B = 97,003(7)°, V = 669,88(9) A>. El ion Co(Il) presenta coordinacion octaédrica de tipo
CoN2(H20)4. El empaquetamiento cristalino esta gobernado por cuatro interacciones de enlace de hidrégeno del tipo O-H---O,
descritas mediante los grafos de enlace S(6), C(6) y R%(24), que generan una densa red tridimensional con un indice de empagque-
tamiento de 74,9 %.

Palabras clave: Hidantoinas, complejos de cobalto(l1), difraccién de rayos-X, enlace de hidrégeno, cristalografia.
Abstract

Synthesis and structural characterization of the octahedral 1-methyl-hydantoin-cobalt(l1) tetrahydrate complex. The syn-
thesis and characterization of the 1-methyl-hydantoin-cobalt(l1) tetrahydrate complex are reported. The crystalline material was
characterized by powder X-ray diffraction and single-crystal X-ray diffraction. The powder diffraction pattern confirms the for-
mation of a new compound with respect to the pure ligand. The crystal structure was solved by direct methods and refined by full-
matrix least-squares using SHELXS and SHELXL. The complex crystallizes in the monoclinic system with space group P2'/c
(No. 14), Z = 2, with cell parameters a = 6.9048(5) A, b = 12.1800(9) A, ¢ = 8.0251(6) A, p = 97.003(7)°, V = 669.88(9) A3. The
Co(II) ion displays octahedral coordination of type CoN2(H:0)a. The crystal packing is governed by four O—H---O hydrogen-
bond interactions described by the graph-set descriptors S(6), C(6), and R%(24), producing an efficient three-dimensional network

with a packing index of 74.9%.

Keywords: Hydantoins, cobalt(ll) complexes, X-ray diffraction, hydrogen bonding, crystallography.

Introduccién

Las hidantoinas, conocidas sistematicamente como imidazo-
lidina-2,4-dionas, constituyen una clase relevante de com-
puestos heterociclicos de cinco miembros que contienen dos
atomos de nitrégeno y dos grupos carbonilo. Su interés ra-
dica en la versatilidad estructural derivada de sus multiples
posiciones de sustitucion, lo que permite modular sus pro-
piedades fisicoquimicas y biol6gicas (Meusel & Gutschow,
2004; Konnert et al., 2017). Como resultado, estos compues-
tos han encontrado aplicaciones en &mbitos como la medi-
cina, la industria y la cosmética, destacandose particular-
mente por su amplio espectro de actividades bioldgicas, que
incluyen efectos anticonvulsivantes, antitumorales, antiin-
flamatorios y antivirales (Gawas et al., 2021; Palkhede et al.,
2026; Shinde et al., 2026).

En este contexto, un derivado natural de particular interés es
la 1-metil-hidantoina (ver esquema 1), que presenta un grupo
metilo en la posicion N1y ha sido identificada como el com-
ponente activo del Oviductus Ranae, un producto de la me-
dicina tradicional china empleado por sus propiedades anti-
asmaticas, antitusigenas y antidepresivas (Wang et al., 2017,
Zhang et al., 2019; Xu et al., 2019).
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Esquema. 1: Representacion esquematica de la 1-metil-hidantoina.
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Desde una perspectiva estructural, la 1-metil-hidantoina pre-
senta un notable comportamiento polimérfico, siendo capaz de
cristalizar en tres formas distintas. El polimorfo | cristaliza en
el sistema monoclinico con grupo espacial P2:/c (Nogueira et
al., 2014), mientras que los polimorfos Il y 111 adoptan sistemas
ortorrdmbicos, pertenecientes a los grupos espaciales Pna2;
(Nogueira et al., 2017) y P2:2:2; (Nogueira et al., 2020), res-
pectivamente. Estas variaciones estructurales se originan en di-
ferentes modos de empaquetamiento molecular y en la reorga-
nizacion de las redes de enlaces de hidrdgeno, lo que repercute
de manera significativa en las propiedades fisicoquimicas del
solido. En consecuencia, cada polimorfo presenta patrones de
difraccion de polvo caracteristicos (Delgado et al., 2015; 2022).

En paralelo, la quimica de coordinacion de derivados hidantoi-
nicos ha adquirido un creciente interés, particularmente por su
capacidad para actuar como ligandos en complejos metalicos
con potencial relevancia en quimica medicinal. Estos sistemas
pueden integrarse en arquitecturas mas complejas, incluyendo
farmacoforos hibridos, donde la coordinacién metalica modula
0 potencia las propiedades del ligando original (Akpan et al.,
2023). En este contexto, se ha establecido que las hidantoinas
coordinan preferentemente a través del atomo de nitrégeno N3
en su forma desprotonada. Los metales de la primera serie de
transicion suelen generar complejos con geometrias octaédricas
distorsionadas o entornos tetragonales, cuya estabilidad estruc-
tural esta frecuentemente reforzada por redes extendidas de en-
laces de hidrogeno (Puszynska-Tuszkanow et al., 2010; 2011;
Daszkiewicz et al., 2018).

El estudio de este tipo de derivados requiere una caracteriza-
cion estructural rigurosa, donde la determinacion de la estruc-
tura cristalina constituye una herramienta clave para elucidar la
geometria molecular, la coordinacién metalica y la red de inter-
acciones intermoleculares responsables del empaguetamiento
cristalino. En este contexto, el presente trabajo aborda la sinte-
sis y el andlisis cristalografico de un nuevo derivado de cobalto
de la 1-metil-hidantoina, en el marco de una linea de investiga-
cion orientada a la caracterizacion estructural de compuestos
hidantoinicos (Delgado et al., 2013; 2016; 2022; Marquez et
al., 2021; Fonseca et al., 2023; Rodriguez et al., 2025).

Parte experimental
Sintesis del complejo

La 1-metil-hidantoina utilizada fue adquirida comercialmente
(Sigma-Aldrich, 97 %) y corresponde al polimorfo | (Nogueira
et al., 2014; Delgado et al., 2015). La sintesis del complejo se
realiz6 disolviendo 0,5 mmol del ligando 1-metil-hidantoina
junto con 0,25 mmol de acetato de cobalto(ll) tetrahidratado
(Merck 99 %) en 5 mL de metanol (Sigma-Aldrich 99,8%). La
disolucion se ajustd a un de pH=8 manteniendo una tempera-
tura constante de 60 °C y agitacion continua. EI envase conte-
niendo la disolucién se sellé con papel parafinado y se dejo6 en
reposo a temperatura ambiente para la evaporacion lenta del di-
solvente hasta la aparicion de cristales del producto obtenido.

Los cristales de color violeta claro presentaron un tamario ade-
cuado para el estudio por difractometria de rayos-X de mono-
cristal.

Técnicas de caracterizacion

Las temperaturas de fusion se midieron en un aparato Electrot-
hermal modelo 9300. Los datos de difraccion de rayos-X en
muestra policristalina se midieron, utilizando un difractémetro
Siemens D-5005 con radiaciéon de CuKo (A= 1.5418 A), en el
rango de 5-70° en 20, con un tamafio de paso de 0.02° y un
tiempo de conteo de 10s por paso. Se utilizd silicio como estan-
dar externo. Para la determinacion de la estructura cristalina se
selecciond un cristal en forma de lamina rombica bajo un mi-
croscopio éptico Nikon provisto de un accesorio de luz polari-
zada. La toma de datos de intensidad se realiz6 a temperatura
ambiente (293 K) en un difractometro Rigaku Pilatus 200K uti-
lizando radiacion de MoKa (L= 0,71075 A). Se midieron 5843
reflexiones, con indices méaximos h, k, | de 8, 15 y 10 respecti-
vamente, y 20max = 53,69°. La determinacion estructural se
llevd a cabo mediante métodos directos con el programa
SHELXS (Sheldrick, 2008) y el refinamiento por minimos cua-
drados de matriz completa se realiz6 con SHEL XL (Sheldrick,
2015). El anlisis geométrico se efectud con el programa PLA-
TON (Spek, 2003) y las representaciones graficas se generaron
con el programa DIAMOND (Bergerhoff et al., 1996).

Resultados y discusion

Temperaturas de fusion

La temperatura de fusion de la 1-metil-hidantoina, 156-157 °C,
confirma que se trata del polimorfo | (Delgado et al., 2015). El
complejo funde con descomposicion en 239-241 °C. Estas di-
ferencias indican la posible formacion del complejo de cobalto.

Difraccion de rayos-X en muestra policristalina

La comparacion del patron de difraccion de polvo del complejo
con el del ligando puro confirma la formacion de un nuevo
compuesto, evidenciado por cambios significativos en la posi-
cion e intensidad de las reflexiones (ver figura 1). Ademas, no
se detecta la presencia de reactivos de partida en el difracto-
grama del complejo. El indexado del patrdn, realizado con el
programa Dicvlo04 (Boultif & Louér, 2004), proporciond una
solucion Unica en una celda monoclinica con parametros de
celdaa=6,904 A, b=12,179 A, c=8,024 A, p=97,00°, los cua-
les coinciden con los obtenidos por difractometria de monocris-
tal.

Estructura cristalina del complejo

El complejo 1-metil-hidantoina-cobalto(ll) tetrahidratado, de
férmula molecular CsH1sCoN4Os y peso formula 357,19 uma,
cristaliza en el sistema monoclinico con grupo espacial P2/c
(N° 14). Los datos cristalograficos se presentan en la tabla 1 y
se depositaron en la base de datos CSD (2554028) (Groom et
al., 2016).
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Fig. 1: Comparacion entre los patrones de difraccion de polvo de la
1-metil-hidantoina y el complejo.

Tabla 1. Datos cristalograficos y condiciones de la toma de datos
para el complejo de cobalto(ll).

Sistema Monoclinico  Radiacién/A (A) MoKa/0,71075
cristalino
Grupo espacial P2./c (N° 14) T (K) 293
a(A) 6,9048(5)  20min — 20max (°) 31-268
b (A) 12,1800(9)  Reflexiones totales 5843
c(A) 8,0251(6)  Reflexiones tnicas 1417
B(°) 97,003(7) Rint 0,057
V (A3 669,88(9) Ri [1>26(D)] 0,0496
z 2 wRz 0,1199
Pealc (g-cm'3) 1,771 S (GOF) 1,05
p (mn1l) 1,329 Apmin/Apmax (6:A%)  —0,958/0,655

Geometria del ligando 1-metilhidantoina

La figura 2 muestra la molécula del complejo y en la tabla 2 se
comparan las distancias y angulos de enlace en el ligando libre
y en el complejo. El anillo hidantoinico en el complejo es esen-
cialmente plano como en el ligando libre (Nogueira et al.,
2014). Las distancias de enlace C=0 de los dos grupos carbo-
nilo son practicamente idénticas dentro del error experimental:
04-C4 =1,240(4) Ay 02-C2 = 1,237(3) A. Esta igualdad se
debe a que la coordinacion dativa del nitrdgeno N3 al cobalto
impide la deslocalizacion resonante asimétrica observada en la
1-metil-hidantoina libre, donde la resonancia hace que la dis-
tancia C2-02 sea algo mayor que C4-04. El acortamiento de
la distancia N3—-C4 en ~0,02 A respecto al ligando libre refleja
la atraccion de la nube electronica del carbono vecino provo-
cada por la coordinacion del N3 al metal.

Fig. 2: Complejo 1-metil-hidantoina-cobalto(ll) tetrahidratado.

Las distancias C-N en el anillo (N1-C2 = 1,338(3) A; N3-C2
=1,390(4) A; N3-C4 = 1,338(3) A; N1-C6 = 1,444(4) A) son
menores que el valor de referencia para enlace C-N sencillo
(1,47 A) (Allen et al., 1987), indicativo del caracter parcial-
mente doble conferido por la deslocalizacion electronica. Los
angulos de enlace internos del anillo de cinco miembros se des-
vian de los valores ideales para hibridacién sp? (120°), como es
caracteristico de los anillos tensionados de tipo hidantoico.

Tabla 2. Comparacién de distancias y angulos de enlace del ligando
1-metil-hidantoina libre® y coordinada al complejo de cobalto(l1).

Enlace/ Angulo  Ligando libre (A/°) Complejo (A /°)
N1-C6 1,444(2) 1,436(2)
N1-C2 1,332(2) 1,338(4)
C2-02 1,223(2) 1,237(3)
N3-C2 1,392(2) 1,390(4)
N3-C4 1,360(2) 1,338(3)
C4-04 1,211(2) 1,240(2)
N3-C4-04 (°) 124,9(2) 125,9(2)
N1-C2-02 (°) 127,5(2) 124,7(3)
N1-C2-N3 () 107,9(2) 111,2(2)

Esfera de coordinacion del cobalto(l1)

El i6n Co(ll) presenta una coordinacién de tipo CoNz(H20)a,
adoptando una geometria octaédrica (figura 3). EI &tomo de co-
balto ocupa una posicién especial de Wyckoff, que corresponde
a un centro de inversion, a través del cual se completa la esfera
de coordinacion generando la segunda mitad del complejo. La
unidad asimétrica contiene, por tanto, un atomo de Co, un li-
gando 1-metilhidantoinay dos moléculas de agua, de modo que
el complejo completo se describe como [Co(H20)4(1-MHYD)
2]. Los angulos de enlace N3-Co1-N3 = 180,00°, Ow1-Col-
Ow2 = 90,63(9)° y Ow2-Co1-N3 = 90,17(9)° confirman la
coordinacién octaédrica. La distorsion del octaedro es minima,
con valores de elongacion cuadratica de 1,001 A® y varianza
angular de 1,6°, frente a 1,000 A% y 0° para el octaedro ideal.
La distancia de coordinacion Co1-N3 = 2,120(2) A es compa-
rable a la reportada para otros complejos de Co(ll) con ligandos
hidantoicos, encontrados en la base de datos CSD (ConQuest,
version 6.1 mayo 2026) (Groom et al., 2016), en el rango
1,957-2,12 A. La simetria del grupo puntual de la molécula
[Co(H20)4(MHYD) ;] es Ci, lo que refleja la presencia exclu-
siva del centro de inversién sobre el atomo metalico.

Fig. 3: Vista de la geometria octaédrica alrededor del &tomo central
de cobalto en el complejo.
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Fig. 4: Vista de los enlaces de hidrégeno formados, con sus respectivos grafos, en la estructura de 1-metil-hidantoina-cobalto(ll) tetrahidratado.

Tabla 3. Geometria de los enlaces de hidrégeno en el empaquetamiento cristalino del complejo.

D-H---A D-HA) H-AAR) D-AR) D-H--A(°) Operacion de simetria
Owl1-H1W1.---04 0,85(4) 1,92(4) 2,770(3) 174(4) 1-X, —Yoty, Yoz
Owl1-H2wW1.--02 0,73(4) 2,05(4) 2,770(3) 167(4) 2-x, 1-y, -z
Ow2-H2W?2---02 0,70(4) 2,02(4) 2,676(3) 155(5) 1-x, 1-y, -z
Ow2-H1IW2---04 0,91(5) 1,81(5) 2,665(3) 155(4) (posicion molecular)
C6-H6B---02 0,96(2) 2,541(17) 2,886(4) 101,3(14) (intramolecular)

El complejo es isoestructural con el andlogo de niquel
[Ni(H20)4(1-MHYD;] reportado (Puszynska-Tuszkanow et
al., 2011) en la CSD, cuyo grupo espacial es igualmente P2;/c.
Esta isoestructuralidad corrobora la regularidad con que los
metales de la primera serie de transicion del mismo periodo
adoptan geometrias octaédricas equivalentes con ligandos hi-
dantoinicos (Akpan et al., 2023).

Empaquetamiento cristalino y enlaces de hidrogeno

El empaquetamiento cristalino del complejo estd controlado
por cuatro interacciones fuertes de enlace de hidrégeno del tipo
O-H---0O, que involucran las cuatro moléculas de agua coordi-
nadas y los grupos carbonilo de las hidantoinas (tabla 3). La
naturaleza de donadores y aceptores es la siguiente: (i) La mo-
Iécula de agua Ow2, ubicada en posicion ecuatorial, forma dos
enlaces de hidrogeno intramoleculares descritos por el grafo
(graph-set) de primer orden S(6) (Etter et al., 1990), generando
un ciclo de seis a&tomos que estabiliza la coordinacion ecuatorial
al metal. Dado que Ow2 y su equivalente por el centro de in-
version participan en estas interacciones, se generan cuatro en-
laces de hidrégeno intramoleculares equivalentes en la molé-
cula. En la figura 4 se pueden apreciar estos enlaces de hidro-
geno. (ii) La molécula de agua Owl, en posicion axial, forma
dos enlaces de hidrogeno intermoleculares. El enlace Owl-
H1W1.--O4 genera una cadena extendida de 6 4&tomos descrita
por el grafo C(6). Esta cadena, a su vez, define un macrociclo
formado por cuatro unidades del complejo y 24 atomos, des-
crito por el grafo R*(24).

Adicionalmente, se identifica un enlace de hidrdgeno no con

vencional e intramolecular del tipo C6-H6B---02, con una dis-
tancia H---A de 2,541(17) A, méas débil que los anteriores pero
gue contribuye a la estabilizacion del empaquetamiento.

La comparacion con los grafos de enlace de hidrégeno reporta-
dos para complejos de Co(ll) con ligandos hidantoicos en la
CSD revela que los grafos S(6), que describe el enlace intramo-
lecular entre el agua ecuatorial y el carbonilo del ligando, y el
grafo C(6) son recurrentes en las ocho estructuras analogas en-
contradas. Esta interaccion parece ser un motivo estructural
conservado que contribuye a estabilizar la coordinacion octaé-
drica en este tipo de complejos.

El porcentaje de ocupacion del espacio en la estructura, cono-
cido también como indice de empaguetamiento, es de 74,9 %
lo cual indica que la red tridimensional de enlaces de hidrégeno
genera una estructura particularmente densa, sin cavidades ni
canales disponibles para la inclusion de moléculas de disol-
vente adicional.

Conclusiones

Se sintetizd el complejo 1-metil-hidantoina-cobalto(11) tetrahi-
dratado [Co(H20)4(1-MHYD) »], a partir de acetato de co-
balto(ll) y el ligando 1-metilhidantoina en metanol como disol
vente a pH 8. El indexado del patron de difraccion de polvo
confirma la formacion de un nuevo compuesto en una celda
monoclinica. La estructura cristalina, resuelta y refinada por
métodos directos y minimos cuadrados, revela que el complejo
cristaliza en el grupo espacial P2:/c (N° 14) con Z =2 y una
geometria octaédrica para el Co(ll) con coordinacion
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CoN(H20)4 y distorsion minima respecto al octaedro ideal. El
empaguetamiento cristalino esta gobernado por cuatro interac-
ciones O—H---O entre las moléculas de agua coordinadas y los
grupos carbonilo del ligando, descritas mediante los grafos
S(6), C(6) y R%(24), que generan una red tridimensional con un
indice de empaquetamiento de 74,9 %. El complejo es isoes-
tructural con el andlogo de niquel reportado en la CSD, lo que
evidencia una regularidad estructural en esta familia de com-
plejos de metales de transicion con 1-metilhidantoina. Este es-
tudio reporta la sintesis y caracterizacion estructural de un
nuevo derivado metélico de hidantoinas, resaltando el papel de
la estructura cristalina en la comprensién de sus propiedades y
su potencial interés en quimica medicinal.
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Resumen

El &cido shikimico (AS) es el precursor biosintético fundamental para la produccion del farmaco antiviral oseltamivir, debido a
la necesidad de diversificar sus fuentes naturales, se evalu6 el fruto de Cotoneaster pannosus como una alternativa de suministro.
Se desarrollé y aplicd un método por HPLC-UV para su cuantificacion, empleando una columna ReproSil-Pur Basic-C8, la fase
mavil compuesta por agua (HCOOH 1%, pH 2,67) y acetonitrilo en elucion por gradiente. La extraccion se optimizd mediante
ultrasonido a 50 °C, logrando una recuperacion eficiente del analito. EI método demostrd ser lineal (R% 0,998), exacto (100,1%
+ 3,6%) y preciso (CV < 3%), con limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) de 1,24 ppm y 3,76 ppm, respectivamente.
Se determind una concentracion de 50,4 ppm de AS en la muestra fresca. Aunque este contenido es menor al de fuentes tradicio-
nales, la amplia disponibilidad geogréfica y la baja complejidad de extraccién lo pueden considerar como una fuente natural
complementaria de interés para la industria farmaceutica.

Palabras clave: acido shikimico; Holly liso; Cotoneaster pannosus; cuantificacién; cromatografia liquida de alta resolucion
Abstract

Development and application of an HPLC method for the quantification of shikimic acid in Cotoneaster pannosus fruit:
an alternative source of pharmaceutical precursors. Shikimic acid (SA) is the fundamental biosynthetic precursor to produce
the antiviral drug oseltamivir, due to the need to diversify its natural sources, the fruit of Cotoneaster pannosus was evaluated as
an alternative supply. An HPLC-UV method was developed and applied by for its quantification, using a ReproSil-Pur Basic-C8
column and a mobile phase consisting of water (1% HCOOH, pH 2,67) and acetonitrile in gradient elution. Extraction was opti-
mized via ultrasound at 50 °C, achieving an efficient recovery of the analyte. The method proved to be linear (R 0,998), accurate
(100,1% =+ 3,6%), and precise (CV< 3%), with limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 1,24 ppm and 3.76 ppm,
respectively. A concentration of 50,4 ppm of SA was determined in the fruit fresh sample. Although this content is lower than
that of traditional sources, its wide geographical availability and low extraction complexity make it a valuable complementary

natural source of interest to the pharmaceutical industry.

Keywords: Shikimic acid; Holly liso; Cotoneaster pannosus; Quantification; High Performance Liquid Chromatography

Introduccién

Lainfluenza es una infeccion respiratoria viral aguda que afecta
a todos los grupos de edad y se asocia con una alta mortalidad
durante pandemias, epidemias y brotes esporadicos, que afecta
a casi el 10% de la poblacién mundial anualmente, causando
alrededor de medio millén de muertes cada afio (Saxena et al.,
2014; Borah, 2015; Les et al., 2017)*2. Actualmente, la indus-
tria farmacéutica cuenta con 4 principios activos aprobados por
las agencias regulatorias para el uso en la quimioprofilaxis y el
tratamiento de la influenza; el oseltamivir, zanamivir, pera-
mivir y baloxavil marboxil (Javanian et al., 2021)*. Particular-
mente, desde hace algunos afios se ha evidenciado que la de-
manda del oseltamivir ha aumentado de manera considerable y
la industria farmacéutica requiere més fuentes de obtencion de
AS (figura 1).

En la actualidad, este compuesto se obtiene del anis estrellado

HO" ™ oH
OH
Fig. 1: Estructura quimica del &cido shikimico.

chino (Illicium verum), sin embargo al revisar la literatura, se
identifico que una de las posibles alternativas para la extraccién
de AS a partir de fuentes naturales se encuentra en el fruto del
arbusto Cotoneaster pannosus, el cual, segin diferentes estu-
dios, presenta un alto contenido en polifenoles y demas meta-
bolitos secundarios, entre los cuales se encuentran el acido
shikimico, cido gélico, catequina, epicatequina, acido 3-o-ca-
feoilquinico, acido 5-0-cafeoilquinico, rutina, hiperdsido, acido
cindmico y naringina (ICH, 2023)°.

Citar: MJ Giliza Luna, DS Sanchez Camacho, EE Le6n Avila. Desarrollo y aplicacion de un método HPLC para la cuantificacion de acido shikimico
en frutos de Cotoneaster pannosus: una fuente alternativa de precursores farmacéuticos. Avances en Quimica, 21(2), 25-34 (2026).
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Por tal motivo, en el presente trabajo se realiza el desarrollo y
aplicacion de un método analitico para la separacion y cuanti-
ficacion de AS por medio de cromatografia liquida de alta re-
solucion (HPLC), empleando el fruto del Cotoneaster panno-
sus obtenido en la ciudad de Bogota, Colombia, con el objetivo
de presentar una posible fuente alternativa de obtencion de AS,
para la sintesis de oseltamivir.

Parte experimental
Materiales

Equipos: el analisis se realiz en un cromatdgrafo liquido Shi-
madzu® i-Series Advanced LC-2030C, equipado con un detec-
tor UV/vis, una bomba de elucion en gradiente con dispositivo
de desgasificacion, un inyector automético de enfriamiento y
un horno de columna. La separacion cromatogréfica se logro
utilizando la columna ReproSil-Pur Basic-C8 (150 mm x 4,6
mm, 5 um) y los datos se adquirieron a través del software Ma-
nuals Lab Solution 20A 2030. Adicionalmente, para el proceso
de extraccion se utilizé una balanza analitica Ohaus, un bafio
ultrasénico Branson ultrasonics, una plancha de calentamiento
Ohaus, un sonicador digital Qsonica, un espectrofotdmetro UV-
VIS Thermo Genesys y un pHmetro STARTER 3100M Ohaus.

Estandares y reactivos: estandar de acido shikimico >99%
(SIGMA-ALDRICH LOTE: SLCJ2778; N° CAS: 138-59-0),
acido formico (Merck), Acido Fosforico (Merck), acetonitrilo
(Merck), nitrato de amonio (Merck) y agua grado HPLC.

Material vegetal: se recolectaron las muestras del fruto del ar-
busto Cotoneaster pannosus presente en zonas aledafias a la
Universidad El Bosque de Bogota, Colombia, el dia 31 de Julio
del 2023. Las coordenadas de la zona urbana donde se realizo la
recoleccion fueron -74,03165 longitud (O) y 4,71195 latitud
(N). La temperatura en esta zona el dia de la recoleccion oscild
entre los 11-15°C, con una humedad relativa del 82%. Posterior
a larecoleccion, el Departamento de Biologia de la Universidad
El Bosque llevo a cabo la caracterizacion boténica del material
vegetal y proporcion6 el certificado de identificacion taxono-
mica. La extraccion del acido shikimico del fruto del arbusto
Cotoneaster pannosus se realiz6 sobre la totalidad del fruto, uti-
lizando el material vegetal fresco para evitar la pérdida del ana-
lito de interés, considerando su alta solubilidad en agua y la po-
sible concentracion de este en el fruto. Esta decision se funda-
mento en la observacion de los distintos estados de maduracion
del fruto, el cual exhibe un color verde durante su fase de creci-
miento y un llamativo tono rojo-anaranjado brillante cuando
esta fresco, el cual se vuelve opaco a medida que madura.

Métodos

Método de extraccion: la extraccion del AS del fruto del Co-
toneaster pannosus se baso en un disefio de estudio ortogonal
L16 (45) realizado por Cai et al. (2014)°. En este estudio, se
investigaron los efectos de diversas variables, como la potencia
aplicada, la proporcion de disolvente a material y el tiempo de
extraccion, sobre el rendimiento de dos tecnologias diferentes.
Adicionalmente, se evaluaron diferentes solventes organicos

para llevar a cabo la extraccion. De esta manera, inicialmente
se tomd una muestra de 25 gramos del fruto, la cual se macero
en un mortero con la adicién de 250 mL de agua, metanol y
acetona para obtener tres extractos diferentes. Posteriormente,
estos extractos se sometieron a ultrasonido utilizando dos equi-
pos diferentes: uno a través de un bafio ultrasénico durante una
hora, y el otro mediante una sonda ultrasonica a 50 Hz durante
10 minutos, con intervalos de 2 minutos. Finalmente, se dejaron
en reposo durante 24 horas, se filtraron y se almacenaron en
frascos ambar.

Pre-tratamiento de las muestras: una vez realizada la extraccion
por ultrasonido, se realizé un pretratamiento de la muestra me-
diante una extraccion liquido-liquido con éter de petroleo para
eliminar algunos compuestos apolares de la matriz, esta frac-
cion fue eliminada del extracto de interés. Posteriormente se
filtraron utilizando un filtro jeringa hidrofilico de politetrafluo-
roetileno con un diametro de 25 mm y un tamafio de poro de
0,45 pm. Finalmente, se desgasifican utilizando un bafio ultra-
sonico, donde cada muestra se deja en el equipo durante 3 mi-
nutos antes de ser inyectada en el equipo de cromatografia li-
quida de alta eficiencia.

Condiciones cromatogréaficas: el AS fue separado y cuantifi-
cado mediante un sistema de HPLC de fase reversa con detec-
cion UV, empleando una columna ReproSil-Pur Basic-C8
(150 mm x 4,6 mm, 5 um) a una temperatura de 20°C, una
mezcla de acido férmico al 1,0% en agua (pH 2,67) y aceto-
nitrilo como fase maévil con un sistema de elucion en gradiente
(tabla 1), un caudal de 0,4 mL/min durante 0-4,5 miny de 0,8
mL/min durante 4,5-15 min, un volumen de inyeccién de 5uL
y deteccion UV a 230-250 nm. Donde se evidencié que a ma-
yor concentracion de acetonitrilo mayor el tiempo de reten-
cion.

Meétodo de validacion: se establecieron los parametros de vali-
dacion siguiendo las directrices recomendadas por la Farmaco-
pea de los Estados Unidos (USP) 43, categoria I. De esta ma-
nera, el método fue evaluado en términos de linealidad, exacti-
tud, precision, limite de deteccion, el limite de cuantificacion y
la robustez del método (Reed et al., 2002)’.

Preparacion de la solucion stock: se trabajo con una solucion
madre de 3000 ppm, la cual se empled para el desarrollo de la
validacion parcial enfocada en los parametros criticos de
desempefio analitico necesarios para garantizar la confiabilidad
de la cuantificacion.

Resultados y discusion

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la im-
plementacion de la metodologia de extraccion, las condiciones
de analisis cromatogréafico y la determinacion de las caracteris-
ticas analiticas de desempefio del método utilizado para separar
y cuantificar el AS contenido en el fruto del Cotoneaster pan-
nosus.

Desarrollo de las condiciones del método de extraccion

Inicialmente se replicé las condiciones cromatograficas descri-
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tas por Les et al. en su investigacion del arbusto Cotoneaster
pannosus. Sin embargo, no se contaba con una columna de la
misma longitud y ademas este estudio no se limitaba a la sepa-
racion Unicamente del AS. De modo que, se plantearon de ma-
nera secuencial y légica nuevas condiciones cromatogréaficas
encontradas en la literatura.

Seleccion del solvente de extraccion

Para la seleccidn del solvente de extraccién, se evalud el perfil
cromatografico del &cido shikimico (AS) empleando agua, me-
tanol y acetona. El agua fue seleccionada como el solvente 6p-
timo, ya que proporcion6 un pico sensible y simétrico con alta
resolucion en un tiempo de retencion apropiado, como se mues-
tra en la figura 2. En contraste, el metanol mostro baja sensibi-
lidad y pobre resolucion, mientras que con la acetona el analito
no fue detectable, descartando ambos solventes para el proceso
de extraccion. De igual forma, el agua es considerada una ex-
celente alternativa en el marco de la quimica verde. Su uso
como disolvente universal disminuye el impacto ambiental y
los costos operativos asociados a la gestién de residuos peligro-
SOS.

Seleccién del método de extraccion

Con el fin de optimizar la eficiencia de la extraccion del acido
shikimico (AS), se compararon dos técnicas asistidas por ultra-
sonido utilizando agua como solvente (figura 3): bafio ultraso-
nico (A) y sonda ultrasénica (B) permiten la recuperacion del
analito.

Para estas primeras corridas cromatogréaficas en especifico, se
emplearon las condiciones descritas en las referencias biblio-
graficas, en donde se utilizd6 una fase mdvil compuesta por
Agua (H-COOH 0,1%): Metanol 95:5, un flujo de 0,7 mL/min,
un volumen de inyeccion de 5 pL y una temperatura de 30 °C.
Como resultado de la inyeccion de los tres extractos del Coto-
neaster pannosus mencionados anteriormente, se evidencio
que el pico correspondiente al AS tenia una intensidad signifi-
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Fig. 2: Cromatograma del extracto de AS obtenido utilizando Agua
para la extraccion
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Fig. 3: Cromatogramas del extracto de AS obtenido mediante bafio ul-
trasénico (A) y sonda ultrasénica (B) usando agua como disolvente.

cativamente mayor en el extracto acuoso en comparacion con
los demas solventes, lo cual puede atribuirse a la alta solubili-
dad del AS en agua (National Library of Medicine, 2024)8, que
alcanza los 150 mg/mL a 21 °C. Por tal motivo, se seleccion6
el agua como solvente de la extraccion.

No obstante, a pesar de la alta solubilidad del AS en agua, se
evidencio que este solvente por si solo era insuficiente para la
extraccion selectiva de este compuesto, lo cual estaba asociado
directamente a la complejidad de la matriz del flujo, pues el AS
se encuentra asociado a otras moléculas como terpenos, cloro-
fila, lipidos y compuestos inorganicos. Por lo tanto, se analiza-
ron dos métodos de extraccion complementarios asistidos por
ultrasonido, uno mediante el uso de una sonda ultrasénica y el
otro a través de un bafio de ultrasonido. Como se observa en la
figura 3, se obtuvieron mejores resultados al utilizar el bafio ul-
trasénico, ya que se evidencia un pico de area cuantificable con
una mayor resolucion y simetria. Esto podria explicarse debido
a que, aunque ambos equipos operan mediante los efectos des-
tructivos de las ondas ultrasénicas para intensificar la transfe-
rencia de masa, el segundo aplica una intensidad ultrasonica
mas alta. En este caso, las ondas generan ciclos fluctuantes de
alta presion en los liquidos, lo que genera la formacién de bur-
bujas de vapor. Estas burbujas aumentan de tamafio hasta al-
canzar un volumen en el que ya no pueden absorber mas ener-
gia, resultando en su colapso violento durante la implosion.
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Este proceso produce temperaturas y presiones extremada-
mente elevadas que podrian ocasionar la ruptura de enlaces qui-
micos del AS (Trapalis et al., 2004)°. Por esta razén, no se ob-
serva el pico caracteristico del analito en el cromatograma
cuando se emplea la sonda para la extraccion (figura 3B).

Para la seleccion de los otros pardmetros de extraccion del AS,
este trabajo se basd en un estudio ortogonal realizado por Cai
etal., en donde se investigaron los efectos de diversas variables,
como la potencia aplicada, la proporcion de disolvente y el
tiempo de extraccion, sobre el rendimiento de dos extracciones
diferentes empleando ultrasonido. De acuerdo con esto, se ob-
servo gue, a temperaturas elevadas, por debajo del punto de
ebullicion del AS, se incrementaba la solubilidad, la difusividad
y la presion, lo que facilitaba la penetracion de las ondas en el
tejido del fruto, por lo cual se evidencié una mayor recupera-
cidn del extracto a una temperatura de 50°C. Asimismo, se evi-
denci6 que un aumento en el volumen de disolvente resultaba
en un incremento lineal del rendimiento. Esto se debe a que un
mayor volumen de disolvente acelera la velocidad de difusion
del AS desde el interior del fruto hacia el exterior, ya que las
moléculas tienen més espacio para moverse en el solvente, lo
que facilita su migracién desde regiones de mayor concentra-
cioén (dentro del fruto) hacia regiones de menor concentracion
(en el disolvente): por lo que se optd por emplear un volumen
de 250 mL.

Desarrollo de las condiciones del método cromatogréfico

Inicialmente, se realizaron diferentes pruebas preliminares para
seleccionar los solventes que formaran parte de la fase movil,
partiendo con una mezcla de agua: metanol. Sin embargo, a pe-
sar de modificar las proporciones de estos solventes para tratar
de mejorar la retencion del analito, se observaron picos poco
resueltos y mal definidos tanto en el patrén como en los extrac-
tos, esto puede atribuirse a la interaccién del AS con la co-
lumna. En consecuencia, se opt6 por explorar una nueva com-
binacion de fase mavil que incluyera un disolvente menos po-
lar, como el acetonitrilo, con el objetivo de lograr una mayor
retencion del analito en la fase estacionaria y, de esa manera,
obtener picos mas separados. Aunque este ajuste mejoro la se-
paracion de los picos, se evidencié un aumento en el nimero de
picos detectados en el extracto, lo cual sugiere una selectividad
reducida de la mezcla para el analito de interés o una posible
degradacion de este. A partir de la suposicion de la posible de-
gradacion de analito, se ajustd el pH de la fase movil, pues se
identificd la importancia de mantener un entorno acido que es-
tuviese por debajo del pKa del AS, ya que de esta manera se
protonan los grupos &cidos del analito de interés, transforman-
dolos en sus formas no ionizadas. Como resultado, la forma
protonada se vuelve mas hidrofébica y, por ende, interactta de
manera mas efectiva con la fase estacionaria apolar, facilitando
su retencion en la columna cromatogréfica y permitiendo una
mejor separacion de otros compuestos en la muestra. Tras con-
siderar estos factores y obtener mejores resultados, se deter-
mind que la mezcla més adecuada consistia en agua acidificada
con acido formico al 1% (pH 2,67) y acetonitrilo.

Tabla 1. Condiciones de gradientes de flujo y fase mévil establecidos
(Fuente: Elaboracion propia).

Ensayo sin gradiente C8 Ensayo con gradientes C8

Fase Moévil Agua H-COOH (1%):
Acetonitrilo
Gradiente de fase No aplica 0-29min:100:0
movil 29-3.7min:90:10
3,7-15min: 80: 20
Gradiente de flujo No aplica 0-4,5min: 0,4 mL/min
4.5 - 15 min: 0,8 mL/min
Tiempo de reten- 3,648 2,622
cion A.S
Tiempo de reten- 4614 5,032
cion C.D
Factor de selecti- 1,32 2,18
vidad (a)
C.D = compuesto desconocido.
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Fig. 4: A) Cromatograma con la columna C8 sin gradiente y B) Cro-
matograma con la columna C8 con gradiente.

Para la seleccion de la columna, los ensayos preliminares se
realizaron utilizando una fase mévil de agua:ACN (80:20) en
ambas columnas. Para la columna C8, se obtuvo un tiempo de
retencion de 3,648 min para el AS y de 4,614 min para el com-
puesto desconocido 1(figura 4), con un factor de selectividad
de 1,32 y 1258 platos tedricos (tabla 1).

Seleccién de la modalidad de gradiente de flujo y fase movil

La seleccion de la columna cromatogréfica se baso en las pro-
piedades fisicoquimicas del AS, principalmente en su solubili-
dad en agua y polaridad que es bastante alta, teniendo un log p
de -1,7. De tal forma, teniendo en cuenta las propiedades del
AS, se determind que una columna C18 como opcidn para rea-
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lizar el desarrollo del método debido a que poseen una combi-
nacion de propiedades fisicoquimicas favorables, como una
larga cadena alquilo C18 que las hace altamente hidrofébicas,
grupos metilo terminales que les otorgan estabilidad quimica y
una superficie de silice modificada que las vuelve compatibles
con solventes apolares, lo que permite retener compuestos de
baja polaridad en la columna y lograr una mejor separacion
frente a los compuestos polares (Rubinson, 2000)¥. Sin em-
bargo, al comenzar a realizar las pruebas preliminares con el
extracto del fruto del Cotoneaster pannosus, se presenté una
gran dificultad al separar los picos presentados en el mismo
tiempo de retencion que el AS. Por lo tanto, a pesar de realizar
pruebas con diferentes proporciones de fase movil, flujos y
temperaturas, se opt6 por realizar un cambio en la polaridad de
la columna hacia una columna C8.

La determinacion de trabajar con una columna C8 se debe a que
en la literatura se describe que el extracto acuoso del fruto del
Cotoneaster pannosus contiene una gran cantidad de polifeno-
les y compuestos polares, con estructuras y propiedades muy
similares a las del AS. Por ende, al aumentar la polaridad de la
columna, el coeficiente de particion que se genera entre el ana-
lito disuelto en la fase movil y la fase estacionaria es mayor, lo
gue permite una mejor y méas adecuada separacion de compues-
tos polares que son muy similares (Quattrocchi et al., 1992)*.

Sin embargo, a pesar de haber mejorado la resolucion del pico
del AS al realizar el cambio de columna, este se seguia encon-
trando solapado por los picos de otros compuestos con tiempos
de retencion similares. Por tal motivo, se opt6 por realizar una
rampa de gradientes de fase mévil y de flujo con el objetivo de
optimizar al maximo la separacién del AS de los demas com-
puestos que se encontraban en la matriz compleja del Coto-
neaster pannosus. Estas variaciones de la fase movil y el flujo
conforme se desarrollaba la corrida cromatografica permitieron
que durante los 0 minutos y 2,9 minutos, donde se utilizé una
composicién de fase maévil de 100% de agua acidificada, salie-
ran los compuestos mas polares de la matriz, entre ellos el AS.
Posteriormente, se fue disminuyendo la fuerza del solvente, al
aumentar la proporcion del modificador organico acetonitrilo
en la fase mavil, permitiendo asi que los demas compuestos de
polaridad intermedia y baja presenten tiempos de retencion di-
ferentes al tiempo de retencion del AS. Por esta razdn la fase
movil consistio en agua (HCOOH 1%, pH 2,67) y acetonitrilo
(ACN) en elucion por gradiente (0 —2,9 min, 100:0; 2,9-3,7
min, 90:10; 3,7-15 min, 80:20), como se demuestra en la tabla
1. El flujo se ajusté de forma programada: 0,4 mL/min durante
los primeros 4,5 min y 0,8 mL/min hasta completar 15 min de
corrida. Bajo estas condiciones, el tiempo de retencion del
acido shikimico (AS) fue de 2,622 min.

A partir de este cambio, fue posible evidenciar una mayor se-
paracion del pico del AS frente al de otros compuestos, lo-
grando asi obtener una separacion eficiente. Adicionalmente, al
comparar los valores del factor de selectividad (a), se evidencia
que este valor aumentd de 1,32 a 2,18 al implementar los gra-
dientes en el método cromatografico, cumpliendo asi con el ob-
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Fig. 5: Cromatogramas resultantes del uso de gradiente y adicion pa-
tron.

jetivo de optimizar al maximo la separacién del AS bajo las
condiciones descritas anteriormente. Para confirmar la especi-
ficidad bajo estas condiciones, se realiz6 un estudio de adicién
de estandar a la matriz del extracto, como se observa en la fi-
gura 5. Se observo que el area del pico correspondiente al AS
aument6 proporcionalmente a la cantidad de estandar adicio-
nado, mejorando y manteniendo la simetria, sin presentar hom-
bros ni picos adicionales. Esto permitio verificar la ausencia de
co-elucién con otros metabolitos y asegurar la identificacion
inequivoca del analito en la muestra compleja.

Evaluacion del desempefio analitico del método

Linealidad: se realiz6 una curva de calibracién por el método
de estandar externo, para lo cual se prepararon ocho soluciones
estandar de AS con concentraciones correspondientes a 0; 200;
400; 600; 800; 1200; 1500 y 1800 ppm a partir de la solucion
stock. Con los resultados arrojados se realizé el analisis de re-
gresion lineal por el método de minimos cuadrados, como se
muestra en la figura 6.
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Fig. 6: Curva de calibracion para la evaluacion de la linealidad.
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Se evaluo la linealidad del método mediante la curva de cali-
bracion, se observa una tendencia lineal entre las variables, en
el intervalo de concentracion comprendido entre O ppm'y 1800
ppm (Ahumada et al., 2023)2. A partir de la gréfica se detecta
un punto atipico en la regresion; no obstante, mediante la
prueba de descarte de datos de Dixon se confirma que este valor
no debe ser eliminado (tabla 2).

Tabla 2. Test de Dixon para el rechazo de puntos anémalos.

Recorrido Divergencia Q calculada Q critica® Resultado

12608844 1942700 0,154 0,634

No se rechaza

199% de confianza

Dado que algunos autores consideran que el coeficiente de co-
rrelacion no es el pardmetro mas apropiado para la determina-
cion de linealidad, se llevd a cabo un analisis de varianza
(ANOVA), el cual permite validar que el modelo de regresion
lineal se ajusta de manera significativa a los datos. Tras el ana-
lisis de los resultados (tabla 3), se observa que el valor p obte-
nido en la prueba fue inferior a 0,05; por lo que se rechaza Ho
y se confirma una diferencia estadisticamente significativa en-
tre el rea y la concentracion del patron de AS, con un nivel de
confianza del 95% (Sahu et al., 2028)%.

Una vez demostrado que el modelo seleccionado es significa-
tivo y no hay desviaciones en la linealidad, se evalué la signi-
ficancia de la pendiente de la ecuacién de la recta. Para tal fin,
se usa una prueba t (tabla 4), mediante la cual se rechaza la hi-
pétesis nula (Ho: 1 = 0), lo cual establece que la pendiente es
significativamente diferente de cero, dado que t calculada > t
critica.

Tabla 3. Andlisis de varianza (ANOVA).

eFIEJri)r:‘te % cﬁ;:jnraaggs Gr?)i?iac(jie ! Cl:T?ed(;i?)do Featcuiado Feritico Valor p

E”Jéit'rii 186E+14 1 186E+14

Dentro de las 144 4,60 0,002
1,80E+14 14 1,20E+13

muestras

Total 3,66E+14 15 - - _ .

Tabla 4. Prueba t de student de la pendiente.

t calculada tcritica
74,5 1,89

Variable
Pendiente 1

Exactitud

Se determind el porcentaje de recuperacion en tres niveles de
concentracion de 80%, 100% y 120% a partir de una solucién
estandar de 25 ppm (tabla 5).

La homogeneidad de varianzas se verific6 mediante el test de
Cochran, obteniendo un valor G calculado de 0,826, el cual es
inferior al G critico (0,871) para un nivel de confianza del 99%.

La recuperacion hace referencia a la relacion entre la cantidad
medida de analito y la cantidad afiadida de muestra, expresada
como porcentaje. En otras palabras, la recuperacion propor-

Tabla 5. Determinacion del porcentaje de recuperacion para 25 ppm.

Concentracion % Recuperacién Media SD %RSD
(%) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
80 105,7 102,0 103,1 1036 19 18

100 93,5 94,8 94,4 942 07 0,7
120 102,0 102,2 1030 1024 05 05

ciona una estimacion del error sistemético y puede tener va-
lores superiores al 100% (errores positivos) o inferiores al
100% (errores negativos) (Sujata-Umakant et al., 2023)'. En
este caso, el porcentaje de recuperacion para el AS fue de
100,1% + 3,6, con un valor de %RSD de 1,0% (tabla 5), el
cual es significativamente inferior al criterio establecido (%
RSD < 2). Este valor permite confirmar que el método anali-
tico cumple con el parametro de exactitud, ya que el porcen-
taje de recuperacion se encuentra dentro del rango de especi-
ficacion del 95,0% al 105,0%, establecido por la ICH Q2
(Raheem, 1998)%. Mediante el test de Cochran, se rechaza la
hipotesis alternativa (Ha: 612 # 0622 # 632) ya que G calcu-
lado < G critico. Con esta evidencia estadistica, se concluye
que los niveles de concentracion del 80%, 100%, y 120% no
inciden en el porcentaje de recuperacion del AS, manteniendo
una variabilidad homogénea en el rango de concentraciones,
evaluado con un nivel de confianza del 95% (Sabir et al.,
2013)%. Estos resultados confirman que no existen diferen-
cias significativas entre las varianzas de las muestras analiza-
das, cumpliendo asi con el supuesto de homocedasticidad ne-
cesario para el andlisis de regresion.

Precision
La precision fue calculada con el coeficiente de variacion a par-
tir de la repetibilidad y la precision intermedia.

Repetibilidad

Se prepar6 una solucién estandar de AS de 75 ppm a partir de
la solucion stock y se inyecté en el cromatografo en el mismo
diay por el mismo analista. A partir de los cromatogramas, se
determind el tiempo de retencion y area, con el fin de calcular
la media aritmética (), la desviacion estandar (s) y el coefi-
ciente de variacion (CV) experimental. La repetibilidad del
método se evalué mediante cinco inyecciones consecutivas
(n=5), obteniendo un tiempo de retencién promedio de 2,622
min y un area promedio de 6,18 x 10" unidades de area con
una precision instrumental excelente, reflejada en un % CV
de 0,22 %.

Precision intermedia

Se prepar6 una solucidn estandar de 75 ppm a partir de la so-
lucion stock por dos analistas diferentes en dos dias diferen-
tes.

La precision se expresa en términos de dispersion, general-
mente por desviacion estandar y desviacion estandar relativa,
y depende de las condiciones de repetibilidad y precision in-
termedia en las que se ejecute el estudio (Dagron, 2014)*’.
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Tabla 6. Datos primarios para determinar la precision intermedia
(Fuente: Elaboracion propia).

. tR (min) Area tR (min) Area
Repeticion . . - .
(Analista 1) (Analistal) (Analista2) (Analista2)
1 2,709 3713072 2,683 4101227
2 2,705 3779918 2,697 4137307
3 2,702 3773037 2,690 4081131
Promedio (x) 2,705 3755342 2,690 4106555
Desviacion (s) 0,004 36769 0,007 28464
% CV 0,130 0,979 0,260 0,693

La precision en términos de repetibilidad hace referencia a la
variacion del método en condiciones donde los resultados de
medicion son obtenidos sobre muestras de ensayo idénticas. En
este contexto, este parametro fue evaluado el mismo dia, en el
mismo laboratorio, por el mismo analista y utilizando el mismo
cromatografo.

De acuerdo con la guia ICH Q2, el CV no debe exceder el 3%,
por lo que, al comparar los CV obtenidos con los valores repor-
tados en la literatura, para los tiempos de retencion y las areas,
es posible afirmar que, si bien el método es repetible en térmi-
nos de areas, no lo es en términos de tiempos de retencion, de-
bido a la presencia de un dato andémalo. En consecuencia, fue
necesario efectuar el test de Dixon para el analisis de datos an6-
malos, con el cual se concluy6 que el dato anémalo debia ser
eliminado al ser Q calculada > Q critica (tabla 7). Posterior a
esta correccion, se obtuvieron resultados de CV para los tiem-
pos de retencién y las areas de 0,212% y 0,224% respectiva-
mente, cumpliendo asi con los requerimientos dispuestos en la
literatura, lo cual permite afirmar que el método cumple con los
estandares de aceptabilidad normativos y es repetible en térmi-
nos de areas y tiempos de retencion.

Tabla 7. Test de Dixon para el rechazo de puntos anémalos.

Parametro Recorrido Divergencia Qcalculada Qeritica® Resultado
T. ret 1,07 1,06 0,9907 0,6980 Se rechaza
Area 1772251 12716 0,0072 0,6980 Serechaza

199% de confianza (Reed et al., 2002)[7]

Ahora bien, la precisién en condiciones intermedias evalla la
dispersion de los resultados utilizando el mismo método apli-
cado a la misma muestra, en el mismo laboratorio, pero bajo
diferentes condiciones como distintos operadores, diferente
equipamiento o distintos dias (Torralvo, 2017). Por lo tanto,
este parametro hace referencia al grado de variacion de los re-
sultados dentro del mismo laboratorio, pero en dias distintos y
con analistas y equipos diferentes. En este contexto, este para-
metro fue evaluado el mismo dia, en el mismo laboratorio, uti-
lizando el mismo cromatografo, pero por dos analistas diferen-
tes.

Al igual que con la repetibilidad, se compararon los coeficien-
tes de variacion (CV) obtenidos por cada analista (tabla 6), los
cuales fueron del 0,130% y 0,260%, demostrando ser ambos
inferiores al limite establecido. Con el fin de verificar si existen

diferencias significativas entre las medias de cada analista se
empled la prueba de Levene (tabla 8) al ser muestras indepen-
dientes, con la cual se demostr6 que no existian diferencias en-
tre las varianzas ya que F calculada < F critico, por lo que no se
rechaza la hipotesis nula (Ho: 612 = 622). Esto evidencia que,
aunque pueden ocurrir pequefias variaciones en las condiciones
del método analitico, se puede lograr una cuantificacion pre-
cisa.

Limite de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ)
Se realizd una curva de calibracion por el método de estandar

Tabla 8. Prueba de Levene para analisis de varianzas.

Analista Varianza F calculada F critica
1 0,000009
0,015 7,71
2 0,00004
3500000
y = 273127x + 171580
3000000 Roos2 .8
2500000 i
® ]
© 2000000 -
[J] 9
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Fig. 7: Curva de calibracion del limite de deteccion y cuantificacion
(Fuente: Elaboracion propia).

externo, para lo cual se prepararon siete soluciones estandar de
AS con concentraciones correspondientes a 0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0;
8,0y 10,0 ppm a partir de la solucion stock. Con los resultados
arrojados se realizo el analisis de regresion lineal por el método
de minimos cuadrados (figura 7).

Para la determinacidn de los limites se uso el error tipico de-
terminado con un valor de 102946,72
Eq.(1) limite de deteccion:

3,3 X Error tipico 3,3 X102946,72

LD= — ==, = L24ppm (@)
Eg. (2) limite de cuantificacion:
LQ - 10 X Error tipico - 10 X 102946,72 — 3,76 ppm (2)

m 273127

En un método que emplea detectores UV, garantizar la precision
en la deteccién de compuestos a concentraciones bajas supone
un desafio debido a la disminucion gradual de sensibilidad de las
ldmparas del detector con el tiempo, asi como a las variaciones
en el nivel de ruido segun el fabricante del detector. Por tanto, es
crucial establecer limites de deteccion y cuantificacion que se
puedan alcanzar con el método de prueba en todo momento
(United States Pharmacopeial Convention (USP), 2020)%.

Segun la USP 43, el LOD se define como la menor concentra-
cion de una sustancia que puede ser detectada con certeza, pero
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no necesariamente cuantificada bajo las condiciones del mé-
todo. Por otro lado, el LOQ representa la minima cantidad de
analito que puede ser determinada cuantitativamente con preci-
sién y exactitud. Ambos parametros se calcularon tedricamente
teniendo en cuenta la pendiente, el intercepto y la desviacidn es-
tandar residual obtenida en la regresion lineal de primer orden
de la linealidad del sistema con un nivel de confianza del 95%,
mediante las ecuaciones descritas en la seccion anterior. De
acuerdo con estos calculos, se determind que la concentracion
minima detectable era de 1,24 ppm, indicando que el método no
puede detectar el AS con precision y exactitud por debajo de
esta concentraciéon. Por otro lado, la concentracion minima
cuantificable fue de 3,76 ppm, que representa el valor minimo
que el método puede cuantificar de manera inequivoca. Estos
valores LOD y LOQ junto con la pendiente de la curva de cali-
bracién, indican una notable sensibilidad del método analitico
(figura 7). En consecuencia, se puede afirmar que es posible
analizar el AS de forma exacta y precisa en muestras con con-
centraciones de este analito dentro del rango de linealidad esta-
blecido anteriormente (Avila y Guevara-Pulido, 2020).

Robustez

Se prepararon dos soluciones estandar de AS de 100 ppm a par-
tir de la solucion stock, y se inyectaron por triplicado al croma-
tografo en condiciones extremas, una con una fase mévil de ni-
trato de amonio 0,1 M a un pH de 8,74 y otra con una fase mavil
de &cido fosférico a un pH de 4,34; manteniendo constantes las
demas condiciones cromatogréaficas definidas para el método
(tabla 9).

Tabla 9. Datos primarios para determinar la robustez del método.
(Fuente: Elaboracion propia).

Ensayo pH 4,34 pH 8,74
tR (min) Area tR (min) Area
1 2,19 2003060 2,25 83538726
2 2,27 1994566 - -
3 344 73204138 - -

La robustez del método indica su capacidad para permanecer
inalterado ante pequefias pero deliberadas variaciones en cier-
tos parametros, proporcionando una idea de la estabilidad del
método. De tal modo, este parametro indica qué tanto deben ser
controlados los parametros del método y permite detectar los
factores que pueden conllevar a un método més reproducible.

De acuerdo con lo anterior, se selecciond el pH de la fase movil
como factor de ensayo para evaluar la robustez del método, de-
bido a su capacidad para influir significativamente en la res-
puesta del sistema. Como se mencioné anteriormente, el pH de
la fase mavil debe mantenerse por debajo del pka del AS (4,1)
para garantizar la protonacién de los grupos acidos del com-
puesto, transforméndolos en sus formas no ionizadas. Esto se
debe a que la forma protonada (-COOH) los hace mas hidrofo-
bicos, lo que facilita una interaccion mas efectiva con la fase
estacionaria no polar. En este contexto, el método fue sometido
a condiciones extremas en medios acidos y basicos, con el fin

de observar posibles interferencias del AS con los productos de
degradacion generados.

En medio &cido el pico del AS exhibe un tiempo de retencion
ligeramente prolongado (3,44 min) y una asimetria mas notable.
A pesar de tratarse de un medio acido, el pH es mayor gue el
pKa del compuesto, lo que indica que el AS se encuentra par-
cialmente desprotonado y por lo tanto es mas polar y propenso
a interactuar con la fase estacionaria. Por otro lado, en medio
béasico se observa un incremento significativo en el tiempo de
retencion del AS (4,9 min) y un aumento en el ancho de base del
pico. Esto se debe a que el AS es un &cido débil con grupos car-
boxilicos el cual puede ionizarse en un medio basico, adoptando
una forma ionizada (-COO-). Ademés, este cambio puede alte-
rar la solubilidad del analito en la fase movil, resultando en una
distribucion desigual entre esta y la fase estacionaria, lo que
afecta la forma del pico cromatogréafico. Asimismo, puede ge-
nerar interacciones adicionales con la columna, como la forma-
cion de puentes de hidrdgeno o interacciones ion-dipolo, las
cuales pueden modificar alin mas la retencion del analito y, en
consecuencia, la forma del pico cromatogréfico.

Se hace evidente que el pH no ejerce la misma influencia al au-
mentar o disminuir con respecto al valor nominal del método.
Se observa que los parametros cromatogréaficos se ven signifi-
cativamente alterados en medio basico, lo que no permite deter-
minar una separacién y cuantificacion del analito, como se ob-
serva en la tabla 9 donde no pudo cuantificarse de forma factible.

Cuantificacion de AS en frutos de Cotoneaster pannosus por el
método de estandar externo

La concentracion de AS en el extracto del fruto se determind
analizando el area bajo la curva del pico en el cromatograma,
como se muestra en la figura 8. Este analisis se baso en la ecua-
cidn de regresion lineal (Y = 7948,8X + 356956), derivada de
la curva de calibracion establecida durante la evaluacion de la
linealidad del método. Extrapolando el valor de la concentra-
cién de AS y resolviendo para x en la ecuacion, se obtuvo una
concentracién de 50,4 ppm de AS.

3
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Fig. 8: Separacion del AS presente en la matriz del fruto Cotoneaster
pannosus (Fuente: Elaboracion propia).
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Aunque el pico del AS present6 un factor de asimetria cercano
a 1.5 (figura 8), se garantizé la exactitud de la cuantificacion
mediante una integracion uniforme de la linea base en todos los
cromatogramas. El software LabSolutions® fue configurado
con parametros de deteccion de picos optimizados para asegu-
rar que el area integrada fuera representativa y reproducible
tanto en los patrones como en las muestras de C. pannosus, ob-
teniendo asi coeficientes de variacion (CV) menores al 3%.

Al contrastar los niveles de acido shikimico (AS) hallados en
este estudio (50,4 ppm en el extracto) con la fuente convencio-
nal por excelencia, Illicium verum (anis estrellado), se eviden-
cian marcadas diferencias cuantitativas. Autores como Cai et al.
(2014) reportaron que el rendimiento de AS en I. verum me-
diante extraccion asistida por ultrasonido oscila entre 70.000
ppm y 130.000 ppm en masa seca de fruto, valores sustancial-
mente superiores a los obtenidos en los frutos de Cotoneaster
pannosus. Esta comparacion directa confirma que C. pannosus
presenta una concentracion minoritaria del analito fitoquimico.
No obstante, la consideracion de esta especie como un recurso
de interés para la demanda farmacéutica radica en su elevada
disponibilidad geografica, su caracter de especie abundante y la
baja complejidad de su matriz de extraccién. A diferencia de las
fuentes convencionales, cuya compleja matriz de aceites esen-
ciales y polifenoles suele requerir etapas de purificacion exhaus-
tivas, el extracto de C. pannosus present6 un perfil cromatogra-
fico con baja interferencia de otros metabolitos. Esta caracteris-
tica, sumada a la optimizacion de una extraccion asistida por ul-
trasonido a 50 °C, simplifica el rendimiento global del proceso
analitico y de aislamiento. Por lo tanto, esta especie se puede
considerar como una posible fuente alternativa viable, no por su
densidad de analito, sino por la facilidad de su procesamiento y
su amplia disponibilidad como recurso subutilizado.

Parametros cromatograficos

Tiempo de retencién y tiempo de retencion corregido (tr'): el
tiempo de retencion corregido es el tiempo maximo que trans-
curre entre la inyeccion contemplada como el tiempo muerto,
hasta la sefial méxima o analizada dentro del cromatograma
(Harris y Berenguer-Navarro, 2003)?. Se realizd la correccion
del tiempo de retencion del AS empleando como tiempo
muerto el pico correspondiente al frente del solvente (figura 9),
mediante la siguiente formula:

!

tr = tr-tm
tr' = 2,62min — 0,561 min = 2,06 min

Factor de retencion (k'): El factor de retencion es una medida
del tiempo de retencion en unidades del tiempo muerto, que es
el tiempo que precisa la fase mévil o un soluto no retenido para
atravesar la columna. Se determiné el factor de capacidad por
medio del cociente entre el tiempo de retencion corregido y el
frente del solvente, de la siguiente forma:

!

tr
K = —
tm
2,06 min
k' = — = 3,67

0,561 min

e Detector A Channel 1 210nmy

2.622

2004

100

T y T
00 25 50 15 10,0 125 15,0

Fig. 9: Estimacion del tiempo de retencion corregido para el pico del
extracto de AS.

Selectividad (a): el factor de selectividad es una medida del
tiempo o el grado de separacién entre los compuestos gue tie-
nen un tiempo de retencion cercano al del analito (Ahuja y
Dong, 2005)%. Este parametro se determind mediante la si-
guiente formula:

trr2 _ 5,030 min—0,561min
trr1 2,622min—0,561min

Numero de platos tedricos (N): el nimero de platos tedricos e
una medida cuantitativa de la eficiencia de la columna y esta
dado por la relacion inversa entre el tiempo de retencion del
analito y la desviacion estandar del ancho a la altura media del
pico del analito (W0.5), como se ilustra en la figura 10. Este
pardmetro se determind de la siguiente manera:

2,18

2,50 min
W05=0,14 cm —m =0,145 min

)

N = 5,55 x (Wtos)z = 5,55 x (Z‘Wﬂ)2 =1814,8

0,145 min
Resoluciédn (R): teniendo presente que la resolucion es el grado
de separacion de los componentes de una mezcla en un sistema
cromatografico®’. Este parametro se determiné de la siguiente
manera:

R=i><\/ﬁx(@xL)

a kK +1)
R= 2 x V18148 x (B2 x 27 ) =451
4 2,17 (3,67 + 1)

» Detector A Channel 1 210nm

2.622

2004

1004

T B ) TR B T T L VR o T T TR B Y O y
00 25 50 15 100 1256 15,0
min

Fig. 10: Determinacién del nimero de platos teéricos (Fuente: Elabo-
racion propia)
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Conclusiones

Se desarroll6 y aplicé un método lineal, exacto, preciso y sen-
sible para la deteccion y cuantificacion de acido shikimico pre-
sente en el extracto del fruto del arbusto Cotoneaster pannosus
mediante cromatografia liquida de alta resolucién, conforme a
las directrices establecidas. Durante el proceso, se determind
que el agua es el solvente méas eficaz para la extraccion del
acido shikimico del fruto mediante el uso de ultrasonido, evi-
denciado por la gran intensidad del pico obtenido en el croma-
tograma del AS. Ademas, se establecieron las condiciones cro-
matogréaficas Optimas para separar eficientemente el &cido
shikimico de la matriz vegetal compleja del fruto, superando
algunos desafios como la superposicion de picos y la presencia
del efecto de cola. Asi mismo, se logré cuantificar el acido
shikimico en el fruto mediante el método de estandar externo,
obteniendo una concentracion de 50,4 ppm, lo que destaca el
potencial del fruto como una fuente prometedora de dicho com-
puesto. Finalmente, debido a su selectividad, retencion y alta
resolucion cromatografica, este método se presenta como una
alternativa eficiente y adecuada para futuros estudios de anali-
sis del &cido shikimico en el fruto del Cotoneaster pannosus.
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Resumen

La beauvericina (BVC) es una enniatina con actividad insecticida cuyo mecanismo molecular de interaccién con proteinas cuti-
culares permanece insuficientemente caracterizado. En este estudio se aplicaron la quimica cuantica semi-empirica (PM3) y el
coeficiente de transferencia de electrones (CTE) para evaluar la reactividad electrénica entre BVC y los residuos de aminoacidos
(AA) de la proteina cuticular AYA50038 de Leptinotarsa decemlineata. El andlisis de orbitales de frontera, de la banda prohibida
y del potencial electrostatico revel6 que la BVC actla predominantemente como aceptor de electrones frente a AA polares y
cargados (Glu, Asp, GIn, Asn y Ser), generando pozos cuanticos profundos que favorecen la estabilizacion del complejo. Esta
afinidad electrdnica sugiere que la toxina se retiene preferentemente en microambientes cuticulares polares, lo que facilita su
penetracién y contribuye a su actividad insecticida. Los resultados proporcionan una base mecanistica para el disefio de estrate-
gias biotecnologicas orientadas al control de L. decemlineata.

Palabras clave: beauvericina; quimica cuantica; CTE; aminoacidos; Leptinotarsa decemlineata.
Abstract

Electronic interactions between beauvericin and cuticular residues of Leptinotarsa decemlineata: a quantum analysis
based on the Electron Transfer Coefficient. Beauvericin (BVC) is an enniatin with insecticidal activity whose molecular
mechanism of interaction with cuticular proteins remains insufficiently characterized. In this study, semi-empirical quantum
chemistry (PM3) and the Electron Transfer Coefficient (ETC) were applied to evaluate the electronic reactivity between BVC
and the amino acid (AA) residues of the cuticular protein AYA50038 from Leptinotarsa decemlineata. Frontier orbital analysis,
band gap, and electrostatic potential revealed that BVC acts predominantly as an electron acceptor toward polar and charged
AAs (Glu, Asp, GIn, Asn, and Ser), generating deep quantum wells that favor complex stabilization. This electronic affinity
suggests that the toxin is preferentially retained in polar cuticular microenvironments, facilitating its penetration, and contributing
to its insecticidal activity. These results provide a mechanistic basis for the design of biotechnological strategies to control L.
decemlineata.

Keywords: Beauvericin, Quantum chemistry, ETC (Electron Transfer Coefficient), Amino acids, Leptinotarsa decemlineata.

Introduccién

La beauvericina (BVC) es un metabolito secundario de gran re-
levancia en la micologia y la biotecnologia agricola, producido
principalmente por el hongo entomopatdgeno Beauveria bas-
siana, asi como por diversas especies del género Fusarium (Ca-
loni et al., 2020; Wang et al., 2021). Desde una perspectiva es-
tructural, la BVC se clasifica como un hexadepsipéptido ci-
clico, cuya arquitectura molecular esté definida por la alternan-
cia sistematica de tres residuos de D-hidroxiisovalerilo y tres de
N-metilfenilalanilo (Caloni et al., 2020; Ulusoy et al., 2026).
Esta configuracion quimica no solo le confiere una notable es-
tabilidad, sino que también determina su caracter fuertemente
lipofilico. Debido a su estructura flexible y su capacidad de au-
toensamblaje, la BVC actlia como un ionéforo eficaz. Este me-
canismo le permite integrarse en las bicapas lipidicas de las
membranas celulares, facilitando el transporte transmembrana

de cationes monovalentes y bivalentes. Al actuar como trans-
portador de carga, la BVC altera drasticamente la homeostasis
i6nica celular, provocando gradientes electroquimicos andma-
los que comprometen la viabilidad de la célula objetivo (Caloni
etal., 2020; Al Khoury et al., 2021).

El interés cientifico por la BVC ha crecido exponencialmente
debido a su versatilidad bioldgica. Se ha documentado que po-
see propiedades insecticidas, antiflngicas y antivirales, asi
como una potente actividad anticancerigena (Caloni et al.,
2020; Al Khoury et al., 2024). A nivel celular, su capacidad
para inducir citotoxicidad se manifiesta mediante la activacion
de vias de muerte celular programada y la induccion de estrés
oxidativo. Estudios recientes en modelos de cultivo neuronal
humano han evidenciado estos efectos (Moyano-Lopez et al.,
2025), al igual que investigaciones en células epiteliales intes-
tinales de peces, donde la integridad de la barrera mucosa se ve
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comprometida (Dayeh et al., 2025). Ademas de su toxicidad di-
recta, la BVC interfiere en procesos reproductivos y oncolégi-
cos complejos. Se ha observado que puede interrumpir la tran-
sicion de la fase G2/M del ciclo celular y afectar la maduracion
meidtica en ovocitos de mamiferos (Kim et al., 2025). En el
ambito de la oncologia, destaca su capacidad para modular la
apoptosis mediada por mitocondrias y suprimir fenotipos aso-
ciados a la transicion epitelio-mesénguima (EMT) en lineas ce-
lulares de cancer colorrectal, lo que sugiere un potencial tera-
péutico que requiere una mayor exploracion (Kwon y Jung,
2026).

Uno de los mayores aportes de la BVC a la agricultura moderna
es su papel en la neutralizacion de mecanismos de resistencia.
En artrépodos, la resistencia a menudo depende de los trans-
portadores de casete de unién a ATP (ABC), responsables del
eflujo de xenobidticos. Se ha demostrado que la BVC puede
potenciar la eficacia de otros plaguicidas al inhibir estas protei-
nas de transporte, evitando que el insecto expulse el agente t6-
xico (Al Khoury et al., 2021). En modelos especificos como
Bombyx mori, la toxina modula las respuestas inmunes y altera
significativamente los perfiles transcriptomicos, debilitando las
defensas biolégicas del organismo (Fan et al., 2026). Asi-
mismo, su aplicacién directa ha mostrado una eficacia notable
contra Leptinotarsa decemlineata (escarabajo de la papa), una
plaga de gran impacto econémico y de alta capacidad para
desarrollar resistencia a insecticidas convencionales (Ulusoy et
al., 2026).

Para comprender estos fenémenos bioldgicos, es necesario ana-
lizar la interaccion de la BVC a escala atdmica. Estudios estruc-
turales avanzados han revelado que su capacidad ion6fora de-
pende de interacciones especificas cation-r y rutas de hidrata-
cion selectivas para iones como Ba?" y Na* (Kamioka et al.,
2025; Vo et al., 2025). En este sentido, la quimica computacio-
nal, mediante herramientas de acoplamiento (docking) y de di-
namica molecular, permite dilucidar estas interacciones (Al
Khoury et al., 2024; Al Khoury et al., 2022). Sin embargo, el
mecanismo de accidn esta solo parcialmente aclarado y puede
variar segin el organismo. Aunque tradicionalmente se estu-
dian las interacciones con proteinas globulares completas, la
reactividad fundamental se da en el contacto con residuos espe-
cificos de aminoacidos (Al Khoury et al., 2022; Zhang et al.,
2021). Bajo esta premisa, el método propuesto por Gonzalez-
Pérez (2017a) introduce el Coeficiente de Transferencia de
Electrones (CTE) para evaluar la probabilidad de interacciones
redox entre micotoxinas y biomoléculas (Gonzalez-Pérez,
2017b). El CTE es un descriptor derivado de la quimica cuan-
tica que actGia como un analogo de la impedancia electrénica
molecular. Para derivar este coeficiente, es necesario calcular
las energias de los orbitales frontera: el HOMO (orbital mole-
cular ocupado de mayor energia) y el LUMO (orbital molecular
no ocupado de menor energia), asi como la brecha de banda
(BG) y el potencial electrostatico (EP).

En este estudio se emplea este marco teorico para evaluar la
afinidad electronica de la BVC por entornos aminoacidicos es-

pecificos de la cuticula de L. decemlineata. Para ello, se selec-
ciond la proteina cuticular parcial AYA50038, considerada un
modelo estructural representativo de este insecto plaga. Su per-
fil aminoacidico permite examinar directamente los principales
microambientes polares e hidrofdbicos con los que la micoto-
xina interactla durante el contacto y la penetracion cuticular.
Este enfoque ofrece una base cientifica para disefiar estrategias
de control biotecnoldgico més eficientes.

Metodologia

La composicion aminoacidica de la proteina cuticular
AYA50038 se obtuvo del Protein Data Bank, permitiendo un
analisis preciso de la interaccion entre la BVC y los residuos de
aminodcidos (AA) (Al Khoury et al., 2024). Para el anélisis de
la BVC y las biomoléculas, se utilizo6 el software HyperChem
(version 8.0.1). El estudio emple6 la Teoria Hart Three Fock
con sus métodos semi-empiricos derivados, que facilitan el
calculo de propiedades electronicas en moléculas de tamafio
medio con una alta eficiencia computacional. La BVC se opti-
miz6 bajo los mismos parametros. Posteriormente se constru-
yeron complejos binarios.

Para la construccion de los complejos binarios, cada par mole-
cular se orientd segln un criterio geométrico basado en la in-
teraccion electronica mas probable. En todos los casos, el 16-
bulo de mayor densidad electronica del orbital HOMO de la
especie donadora se alined con la region de mayor contribucion
del orbital LUMO de la especie aceptora, de modo que la apro-
ximacion inicial reflejara adecuadamente la direccion prefe-
rente de la transferencia electronica en sistemas no covalentes.
Esta orientacidn previa es particularmente relevante debido a la
fuerte dependencia de las energias de frontera y del potencial
electrostatico con la distancia y del arreglo espacial de las mo-
léculas. Una vez definidos los pares (incluidas las combinacio-
nes entre los 20 aminoacidos, asi como las interacciones de la
BVC en su roles reductor y oxidante), todas las estructuras fue-
ron sometidas a una optimizacion geométrica completa me-
diante el método semi-empirico PM3, lo que garantizé que las
energias reportadas correspondieran a configuraciones estacio-
narias.

El método SE-PM3, utiliza pardmetros ajustados para replicar
propiedades moleculares con un equilibrio 6ptimo entre preci-
sién y bajo costo computacional. Los pardmetros de calculo es-
pecificos aplicados en HyperChem fueron: Opciones Semi-em-
piricas, Carga y Espin. Carga Total: 0 (Neutra). Multiplicidad
de espin: 1 (singlete). Control SCF (campo autoconsistente):
Limite de convergencia de 0,01 y de interaccion de 1000. La
optimizacion de la geometria molecular se realizé mediante el
algoritmo de Polak-Ribiére, un método de minimizacion de
energia ampliamente utilizado para encontrar la conformacion
mas estable de la molécula.

Tras la optimizacion, se calcularon los siguientes descriptores
de reactividad electrdnica, esenciales para la aplicacion poste-
rior de la teoria del CTE. Los AA fueron modelados molecu-
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larmente. Para evaluar todas las interacciones de oxidacion-re-
duccidn posibles, siguiendo un enfogque combinatorio hamilto-
niano. El CTE, propuesto por Gonzalez-Pérez (2017a), se uti-
liz6 como indice principal para inferir la probabilidad de oxi-
dacion-reduccion y la reactividad molecular. EI CTE se calcula
directamente a partir de los descriptores BG y EP. Un valor de
CTE alto indica una mayor inestabilidad molecular y una alta
propension a participar en reacciones de transferencia de elec-
trones. Este indice permitio realizar un analisis dicotdmico para
cuantificar y clasificar la afinidad de oxidacién-reduccion de la
BVC en interaccion con AA.

BG = [HOMO — LUMO| eq. 1

EP = |E_ — E.| eq. 2

CTE =258 eq. 3
EP

La brecha de energia (BG) se define como la diferencia abso-
luta entre las energias de los orbitales frontera y constituye un
indicador directo de la estabilidad y la reactividad quimica. Este
valor describe la transferencia electronica intermolecular bajo
la condicion de que el HOMO se localice en el donador y el
LUMO en el aceptor. En términos energéticos, representa la
energia necesaria para que un electron se transfiera de una mo-
Iécula a otra; por tanto, valores menores de BG se asocian con
una mayor reactividad. El Potencial Electrostatico (EP) repre-
senta la diferencia entre el valor del potencial electrostatico mas
negativo (E-) y més positivo (E+) de la molécula. Este parame-
tro se visualizd mediante un mapa de isosuperficie 3D para
identificar sitios nucleofilicos y electrofilicos. Un valor de CTE
elevado indica inestabilidad molecular y una alta propension a
participar en reacciones de transferencia de electrones, lo que
facilita un analisis dicotomico para clasificar la reactividad de
la BVC frente a los entornos proteicos de L. decemlineata.

En este trabajo se empled el método semi-empirico PM3 para
evaluar las interacciones binarias entre la BVC y los aminoéci-
dos. La eleccion de este método responde al marco conceptual
adoptado, basado en la Teoria del Electron de Valencia (TEV),
cuyo enfoque se centra en la redistribucion electrdnica entre or-
bitales de valenciay en la transferencia HOMO—LUMO como
descriptor fundamental del comportamiento redox. En este
contexto, los métodos semi-empiricos derivados de TEV resul-
tan particularmente adecuados porgue no incorporan explicita-
mente la correlacion electrénica interna, lo que permite analizar
de manera directa la contribucion de los orbitales de valencia al
proceso de transferencia electronica.

Por el contrario, los métodos basados en la Teoria del Funcional
de la Densidad (DFT) si incluyen correlacion electrénica in-
terna, lo cual es altamente valioso para estudios de energia ab-
soluta, superficies de potencial y caracterizacion detallada de
interacciones no covalentes. Sin embargo, dicha correlacion in-
troduce efectos que no forman parte del formalismo de TEV, y
que pueden interferir con la interpretacion directa de los para-
metros de transferencia electronica utilizados en este estudio.
Por lo cual el método semi-empirico PM3 constituye una he-

rramienta coherente con el objetivo central del trabajo: analizar
tendencias relativas del coeficiente de transferencia de electro-
nes en un modelo estrictamente basado en orbitales de valencia.
La comparacién con métodos DFT se reconoce como una linea
futura de validacidn externa, pero no afecta la interpretacion in-
terna del modelo empleado.

Resultados y discusion

La figura 1 muestra dos representaciones complementarias de
la molécula de Bauvericina (BCV), un depsipéptido ciclico per-
teneciente a la familia de las enniatinas. En la imagen de la iz-
quierda se presenta el modelo molecular en formato de bolas y
cilindros, generado con el software Hyperchem, lo que permite
visualizar la arquitectura ciclica caracteristica y la disposicién
tridimensional de los &tomos que conforman sus unidades re-
petitivas. Esta representacion facilita la identificacion de los en-
laces peptidicos modificados y de los grupos funcionales que
participan en la conformacion global del anillo. En la imagen
de la derecha se observa el mapa electrostatico calculado a par-
tir de la densidad electrénica, en el que se representan las regio-
nes de potencial electrostatico negativo y positivo mediante su-
perficies coloreadas, junto con los valores extremos del poten-
cial expresados en eV/ao.

(b)

Fig. 1: Representaciones estructurales y electrénicas de la beauveri-
cina (BVC). a) beauvericina (BVC). Disefio de bolas y cilindros con
el simulador Hyperchem. b) BVC. Mapa electrostatico, densidad elec-
trénica, potencial electrostético. -d = 0139 eV/ao; +d = +0,187 eV/a.
El modelo de bolas y cilindros (izquierda) muestra la conformacién
ciclica del depsipéptido, mientras que el mapa electrostatico (derecha)
ilustra la distribucion de potenciales negativos y positivos alrededor
de la molécula. Ambas visualizaciones permiten relacionar la geome-
tria molecular con su patrén de densidad electronica.

La comparacion entre ambas representaciones proporciona in-
formacion estructural y electronica relevante para comprender
el comportamiento fisicoquimico de la BVC. La geometria ci-
clica rigida observada en el modelo molecular sugiere una con-
formacion relativamente estable, lo que coincide con la capaci-
dad de la BVC para interactuar de manera especifica con mem-
branas bioldgicas y formar complejos con cationes. EI mapa
electrostatico revela zonas de alta densidad electrénica asocia-
das principalmente a los &tomos electronegativos del anillo, las
cuales podrian actuar como sitios preferenciales de coordina-
cién metalica o de interaccién con grupos polares. Por el con-
trario, las regiones de potencial positivo indican superficies sus-
ceptibles a interacciones con nucledfilos o dominios cargados
negativamente en proteinas. En conjunto, estas representacio-
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nes permiten inferir cdmo la distribucion electronica y la con-
formacién espacial de la BVC contribuyen a sus propiedades
bioactivas, incluyendo su capacidad iondfora y su actividad ci-
totdxica reportada en diversos sistemas biologicos.

La figura 2, presenta los orbitales de frontera de la BVC, mos-
trando a la izquierda el orbital molecular ocupado de mayor
energia (HOMO) y a la derecha el orbital molecular desocupado
de menor energia (LUMO). En ambas representaciones, la es-
tructura tridimensional del depsipéptido se visualiza mediante
esferas de colores que identifican los distintos &tomos, mientras
que las regiones orbitales se muestran como superficies en malla
coloreadas en verde y magenta, correspondientes a los signos de
la funcién de onda. EI HOMO aparece distribuido principal-
mente sobre determinados fragmentos del anillo peptidico,
mientras que el LUMO se localiza en regiones distintas, eviden-
ciando una separacion espacial entre ambos orbitales.

Fig. 2: Orbitales de frontera de la beauvericina (BVC). a) BVC.
HOMO -7,493794 eV. b) BVC. LUMO +0,3009026 eV. Visualiza-
cion del HOMO y LUMO calculados para la BVC mediante anélisis
de orbitales moleculares. Las superficies isovaléricas muestran la dis-
tribucion espacial de los coeficientes de la funcion de onda. EIHOMO
se localiza predominantemente sobre segmentos del anillo peptidico
con mayor densidad electronica, mientras que el LUMO se sitGa en
regiones estructuralmente diferenciadas asociadas a centros electrofi-
licos. La separacion espacial entre ambos orbitales determina los po-
sibles canales de transferencia de electrones y los sitios preferenciales
de reactividad.

Ladistribucion espacial de los orbitales de frontera proporciona
informacion clave sobre la reactividad electrdnica de la beau-
vericina. EI HOMO, localizado en zonas especificas del anillo
(particularmente en grupos funcionales con mayor densidad
electronica), sugiere los sitios méas susceptibles a procesos de
oxidacion o a interacciones con aceptores de electrones. En
contraste, el LUMO se concentra en regiones estructuralmente
distintas, asociadas a grupos capaces de aceptar densidad elec-
tronica, lo que sugiere posibles centros de ataque nucleofilico o
de interaccion con donadores electronicos. La clara separacion
espacial entre HOMO y LUMO sugiere una transicion electro-
nica localizada y un comportamiento intramolecular que po-
drian influir en la actividad ion6fora y en las propiedades bioac-
tivas de laBVC.

Latabla 1 presenta el conteo y la proporcion relativa de los ami-
nodcidos identificados en la proteina cuticular parcial AYA50-
038 de Leptinotarsa decemlineata, compuesta por 219 resi-
duos. La tabla organiza los aminoacidos por abreviatura estan-
dar, indicando para cada uno el nimero de unidades presentes
Yy su porcentaje respecto al total. Se observa una marcada pre-

dominancia de alanina (28,31%), seguida de valina (11,87%) y
serina (9,59%), mientras que otros residuos, como triptéfano,
no estén presentes en la secuencia. En conjunto, la tabla 1 re-
sume cuantitativamente la composicion primaria de esta pro-
teina cuticular.

Tabla 1. Composicién aminoacidica de la proteina cuticular parcial
AYA50038 de Leptinotarsa decemlineata. Conteo y porcentaje rela-
tivo de los 219 residuos que conforman la secuencia anotada en NCBI.
La tabla evidencia la alta abundancia de Ala, Val y Ser, consistente
con perfiles tipicos de proteinas cuticulares, y la ausencia de Trp en el
conjunto analizado.

N AA Unidades Porcentaje
1 Ala 62 28,31%
2 Arg 3 1,37%
3 Asn 3 1,37%
4 Asp 3 1,37%
5 Cys 2 0,91%
6 Gin 5 2,28%
7 Glu 4 1,83%
8 Gly 7 3,20%
9 His 14 6,39%
10 lle 8 3,65%
11 Leu 10 4,57%
12 Lys 4 1,83%
13 Met 2 0,91%
14 Phe 4 1,83%
15 Pro 16 7,31%
16 Ser 21 9,59%
17 Thr 11 5,02%
18 Trp 0 0,00%
19 Tyr 14 6,39%
20 Val 26 11,87%
Total 219 100,00%

La distribucion de aminoacidos mostrada en la tabla 1 sugiere
caracteristicas estructurales y funcionales propias de proteinas
cuticulares de insectos. El alto contenido de alanina y valina
(aminodcidos pequefios e hidrofébicos) es consistente con re-
giones estructurales compactas y posiblemente con la forma-
cion de motivos repetitivos asociados a rigidez o resistencia
mecénica. La presencia moderada de serina, prolina e histidina
puede indicar zonas con potencial para interacciones especifi-
cas 0 modificaciones postraduccionales tipicas de proteinas cu-
ticulares. La ausencia de triptéfano y la baja representacion de
residuos aromaticos en general apuntan a una proteina con me-
nor participacion en interacciones m—m o en dominios de plega-
miento dependientes de aromaticos. En conjunto, el perfil com-
posicional respalda la anotacion funcional de esta secuencia
como proteina cuticular parcial y ofrece pistas sobre su papel
estructural en L. decemlineata.

La tabla 2 presenta un conjunto de interacciones electronicas
entre diversos aminoacidos del microorganismo y la toxina
BVC, modeladas mediante pardmetros cuénticos derivados de
orbitales frontera. Cada fila corresponde a un par reductor—oxi-
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Tabla 2. Interacciones electronicas entre los aminoacidos de L. decemlineata y la toxina bauvericina.

No. Reductor Oxidante HOMO LUMO BG E- E+ EP CTE L.decemlineata
41 Glu Bauvericina -10,374 0,301 10,675 -0,111 0,187 0,298 35,822 -
40 Ser Bauvericina  -10,156 0,301 10,457 -0,108 0,187 0,295 35,449 -
39 Asp Bauvericina  -10,370 0,301 10,671 -0,118 0,187 0,305 34,986 -
38 GIn Bauvericina  -10,023 0,301 10,324 -0,124 0,187 0,311 33,196 -
37 Thr Bauvericina  -9,896 0,301 10,197 -0,123 0,187 0,310 32,895 -
36 Asn Bauvericina  -9,929 0,301 10,230 -0,125 0,187 0,312 32,788 -
35 Ala Bauvericina  -9,879 0,301 10,180 -0,124 0,187 0,311 32,732 -
34 Bauvericina Val -7,494 0931 8425 -0,149 0,109 0,258 32,655

33 lle Bauvericina  -9,872 0,301 10,173 -0,128 0,187 0,315 32,295 -
32 Val Bauvericina  -9,914 0,301 10,215 -0,131 0,187 0,318 32,122 26
31 Leu Bauvericina  -9,645 0,301 9,946 -0,126 0,187 0,313 31,777 -
30 Gly Bauvericina  -9,902 0,301 10,203 -0,137 0,187 0,324 31,492 -
29 Phe Bauvericina  -9,553 0,301 9,854 -0,126 0,187 0,313 31,482 -
28 Cys Bauvericina  -9,639 0,301 9,940 -0,129 0,187 0,316 31,455 -
27 Lys Bauvericina  -9,521 0,301 9,822 -0,127 0,187 0,314 31,279 -
26 Pro Bauvericina  -9,447 0,301 9,747 -0,128 0,187 0,315 30,944 -
25 Tyr Bauvericina  -9,056 0,301 9,357 -0,123 0,187 0,310 30,184 -
24 Bauvericina Leu -7,494 0922 8416 -0,149 0,130 0,279 30,164 10
23 Bauvericina Ala -7,494 0,749 8,243 -0,149 0,132 0,281 29,334 62
22 Met Bauvericina  -9,062 0,301 9,363 -0,134 0,187 0,321 29,168 -
21 Trp Bauvericina  -8,299 0,301 8,599 -0,112 0,187 0,299 28,761 0
20 Bauvericina Phe -7,494 0283 7,777 -0,149 0,127 0,276 28,178 4
19 Bauvericina Gly -7,494 0902 8,395 -0,149 0,159 0,308 27,258 7
18 His Bauvericina  -9,307 0,301 9,608 -0,169 0,187 0,356 26,990 -
17 Arg Bauvericina  -9,176 0,301 9,477 -0,165 0,187 0,352 26,924 3
16 Bauvericina lle -7,494 0972 8,465 -0,149 0,188 0,337 25,120 8
15 Bauvericina Cys -7,494 0,236 7,258 -0,149 0,140 0,289 25,115 2
14 Bauvericina Trp -7,494 0,133 7,626 -0,149 0,155 0,304 25,087 0
13 Bauvericina His -7,494 0503 7,997 -0,149 0,171 0,320 24,990 14
12 Bauvericina Lys -7,494 0943 8,437 -0,149 0,195 0,344 24,525 4
11 Bauvericina Thr -7,494 0832 8326 -0,149 0,191 0,340 24,488 11
10 Bauvericina Pro -7,494 0,792 8,286 -0,149 0,191 0,340 24,370 16
9 Bauvericina GIn -7,494 0,755 8,249 -0,149 0,192 0,341 24,190 3
8 Bauvericina Asn -7,494 0644 8,138 -0,149 0,193 0,342 23,795 3
7 Bauvericina Ser -7,494 0565 8,059 -0,149 0,198 0,347 23,224 21
6 Bauvericina Bauvericina  -7,494 0,301 7,795 -0,149 0,187 0,336 23,199 -
5 Bauvericina Arg -7,494 0558 8,052 -0,149 0,199 0,348 23,137 3
4 Bauvericina Tyr -7,494 0293 7,786 -0,149 0,193 0,342 22,767 14
3 Bauvericina Glu -7,494 0438 7932 -0,149 0,201 0,350 22,663 4
2 Bauvericina Asp -7,494 0420 7914 -0,149 0,204 0,353 22,419 3
1 Bauvericina Met -7494 0,145 7,639 -0,149 0,192 0,341 22,401 2

dante, en el que el amino&cido actta como donante de electro-
nes y la BVC (o, en algunos casos, otro aminoécido) como
aceptor. Para cada interaccion se reportan los valores de
HOMO, LUMO, band gap (BG), energias de captura electré-
nica (E-), energias de cesion (E+), potencial electronico (EP) y
coeficiente de transferencia de electrones (CTE). Estos parame-
tros permiten visualizar la profundidad del pozo cuéntico aso-
ciado a cada interaccion molecular. La ultima columna cuanti-
fica las unidades relativas de la proteina de membrana del mi-
croorganismo que participan en o responden a la interaccion.
En algunos casos aparece un guion, lo que indica la ausencia de

sefial 0 una interaccion no detectada. Los valores numéricos en
rojo destacan las interacciones mas intensas o energéticamente
favorables, es decir, aquellas que se ubican en el fondo del pozo
cuantico y representan los estados més estables o de mayor afi-
nidad entre el aminoacido y la BVC. Los valores del nimero 1
a 10 indican que ciertos aminoacidos generan interacciones
particularmente profundas con la BVC, lo que sugiere una ma-
yor probabilidad de transferencia electronica, acoplamiento es-
tructural dentro del entorno de membrana. Estas interacciones
profundas pueden corresponder a puntos criticos donde la to-
xina ejerce su efecto sobre la proteina de membrana del micro-
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organismo, ya sea alterando su conformacion, su permeabilidad
0 su funcién bioenergética.

La comparacion entre HOMO, LUMO y BG permite inferir qué
amino&cidos son mas susceptibles a actuar como reductores efi
cientes frente a la BVC. Un HOMO alto y un BG reducido sue-
len correlacionarse con una mayor facilidad de donacion de
electrones, lo cual coincide con los valores rojos que caracteri-
zan los estados mas estables. Asimismo, las energias E—y E+
ayudan a identificar qué interacciones favorecen la captura o la
cesion de electrones, lo cual puede relacionarse con mecanismos
de toxicidad o de desestabilizacion de la membrana.

Es importante sefialar que, aunque la proteina cuticular parcial
AYA50038 de L. decemlineata no contiene residuos de triptd-
fano (Trp), como se indica en la tabla 1, este aminoécido se in-
cluyé en el conjunto de interacciones tedricas presentado en la
tabla 2. La inclusion de este control externo se realizé para eva-
luar la consistencia del modelo tedrico y contrastar las tenden-
cias observadas en el CTE, sin afectar la interpretacion de los
resultados correspondientes al fragmento proteico objeto de es-
tudio.

Finalmente, la columna de unidades de proteina de membrana
sugiere que las interacciones més profundas podrian asociarse a
regiones especificas de la membrana en las que ciertos aminoa-
cidos son méas abundantes o estructuralmente expuestos. Esto
abre la posibilidad de mapear las zonas vulnerables del micro-
organismo frente a la Bauvericina, o incluso de modelar rutas de
entrada, de anclaje o de disrupcion funcional de la toxina.

Los resultados obtenidos permiten integrar, por primera vez, un
analisis cuantico detallado de las interacciones entre la BVC y
los aminoacidos constituyentes de una proteina cuticular de L.
decemlineata, con la evidencia bioldgica y toxicolégica previa-
mente reportada sobre esta micotoxina. La caracterizacion elec-
trénica de la BVC (incluyendo su geometria ciclica rigida, su
mapa electrostatico y la separacion espacial entre HOMO y
LUMO) confirma su naturaleza altamente polarizable y su ca-
pacidad para establecer interacciones especificas con grupos
funcionales polares y parcialmente cargados, tal como se ha
descrito en estudios estructurales recientes (Kamioka et al.,
2025; Vo et al., 2025). Esta arquitectura electrénica favorece la
formacion de pozos cuénticos profundos cuando la molécula se
aproxima a ciertos aminoacidos, lo que se refleja en valores de
E— més negativos, brechas energéticas mas reducidas y valores
de CTE més bajos observados en la tabla.

Un hallazgo central es que predomina la reduccion sobre la oxi-
dacion, lo que indica que la BVC actla preferentemente como
aceptor de electrones frente a la mayoria de los aminoacidos de
la proteina cuticular. Esto es coherente con su comportamiento
iondforo y con su capacidad para perturbar los gradientes elec-
troguimicos en células animales e insectos (Moyano-Lopez et

al., 2025; Dayeh et al., 2025). La tendencia general muestra que
los aminoéacidos con grupos polares o cargados (como Glu,
Asp, GIn, Asn y Ser) generan los pozos cuénticos méas profun-
dos cuando acttian como reductores, lo que se evidencia en los

valores de HOMO maés negativos y en las interacciones mas
intensas (valores rojos). Estas interacciones sugieren que la
BVC se acopla preferentemente a regiones de la proteina cuti-
cular con alta densidad electrdnica, posiblemente asociadas a

dominios expuestos o funcionales.

La correlacién entre la abundancia de aminoacidos en la pro-
teina cuticular y la intensidad de la interaccion cuantica aporta
un elemento interpretativo clave. Aminoacidos como Ala, Val
y Ser (ampliamente representados en la proteina AYA50038)
presentan interacciones relevantes con la BVC, aungue no
siempre las méas profundas. Esto sugiere que la afinidad cuan-
tica no depende Unicamente de la frecuencia del residuo, sino
también de la combinacion entre la disponibilidad estructural y
las propiedades electronicas intrinsecas. Por ejemplo, Val pre-
senta una interaccion fuerte (CTE = 32,122) y coincide con su
alta abundancia (26 unidades), lo que podria convertirla en un
punto de anclaje recurrente para la toxina. En contraste, ami-
noacidos menos abundantes, pero altamente reactivos, como
Glu o Asp, generan pozos cuanticos mas profundos, lo que in-
dica que pequefias proporciones de residuos cargados pueden
ser suficientes para facilitar la union inicial de la BVC.

La presencia de interacciones intensas entre BVC y aminoaci-
dos aromaticos (Phe, Tyr, Trp) también es consistente con la
literatura que describe interacciones cation—r y mecanismos de
coordinacion con cationes metalicos (Kamioka et al., 2025)**.
Aungue Trp estéa ausente en la proteina cuticular analizada, su
interaccion simulada con BVC muestra un pozo cuantico pro-
fundo, lo que sugiere que proteinas con dominios aromaticos
podrian ser ain mas susceptibles a la toxina.

Desde una perspectiva bioldgica, estos resultados ayudan a ex-
plicar por qué la BVC presenta actividad insecticida significa-
tiva contra L. decemlineata (Ulusoy et al., 2026). La capacidad
de la toxina para establecer interacciones electrénicas estables
con componentes de la cuticula podria facilitar su retencién su-
perficial, su penetracién o su transporte hacia tejidos internos.
Ademas, la afinidad por residuos polares coincide con la pre-
sencia de proteinas cuticulares especializadas en hidratacion,
elasticidad y remodelacion, procesos esenciales para el desarro-
llo y la muda del insecto (Chen y Hawthorne, 2025; Liao et al.,
2026). La interaccion cuantica profunda con aminoécidos car-
gados podria interferir con la integridad estructural o funcional
de estas proteinas, contribuyendo a la disrupcion fisiologica ob-
servada en estudios toxicoldgicos.

Finalmente, la predominancia de la reduccion sobre la oxida-
cion sugiere que la BVC podria actuar como un sumidero elec-
tronico en el microambiente cuticular, favoreciendo procesos
de desestabilizacion molecular que podrian amplificarse en te-
jidos internos. Esto es coherente con los mecanismos de estrés
oxidativo, disfuncion mitocondrial y apoptosis reportados en
células expuestas a BVC (Moyano-Lépez et al., 2025; Kwon y
Jung, 2026). En conjunto, los resultados cuanticos y la eviden-
cia bioldgica convergen en un modelo en el que la BVC se une
preferencialmente a residuos polares y cargados de proteinas
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cuticulares, establece pozos cuanticos profundos que favorecen
la transferencia electronica y desencadena una cascada de efec-
tos que contribuyen a su eficacia como toxina natural contra L.
decemlineata.

La preferencia de la BVC por los residuos polares sugiere una
retencién en microambientes cuticulares hidratados, lo que fa-
cilita su insercion en la matriz proteica. Este mecanismo coin-
cide con estudios sobre las rutas de hidratacion y de compleja-
cion de enniatinas (Vo et al., 2025). La identificacion de resi-
duos que generan pozos cuanticos profundos permite mapear
las regiones vulnerables de la cuticula de L. decemlineata. Esto
puede guiar el disefio de formulaciones basadas en BVC o
analogos con mayor afinidad electronica (Ulusoy at al., 2026;
Fan et al., 2026).

Conclusiones

La beauvericina actia como un donante electrénico eficiente
frente a AA polares y cargados de la proteina cuticular
AYA50038. Los valores bajos de CTE para Met, Glu, Asp,
Tyr, Arg, Ser, Asn, GIn y Pro (los primeros 9 del fondo y la
beauvericina) indican la formacién de pozos cuanticos profun-
dos que estabilizan el complejo. Este comportamiento sugiere
una retencion preferencial en microambientes polares, lo que
facilita la penetracion cuticular y contribuye a su actividad in-
secticida. Como hallazgo extra, por el bajo valor de la beauve-
ricina (23,199 y sexto lugar en el pozo cuantico) podria indicar
que es un insecticida de accién prolongada, es decir, sus resi-
duos como sustancia pura, tarda mucho en abandonar el sistema
bioldgico.
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Resumen

El mercurio es un elemento con caracteristicas fisicas y quimicas particulares. Por ello, el Hg metalico y algunos de sus com-
puestos han tenido multiples aplicaciones a lo largo del tiempo. Sin embargo, su elevada movilidad, persistencia y toxicidad
exigen un estricto control en muchos productos, y en diferentes matrices. En consecuencia, se han desarrollado métodos basados
en técnicas electroquimicas, espectroscopicas y cromatogréficas. Este trabajo presenta una revision critica de metodologias ba-
sadas en la espectroscopia de absorcion molecular UV/Vis para la determinacion de mercurio total, fundamentadas en la forma-
cion de complejos. Se contrastan estrategias de trabajo, caracteristicas generales y aplicaciones.

Palabras clave: Espectroscopia de absorcion molecular UV/Vis; formacion de complejos; mercurio total
Abstract

Determination of total mercury by UV/Vis molecular absorption spectroscopy: a review of methods. Mercury is an ele-
ment with particular physical and chemical characteristics. Therefore, metallic Hg and some of its compounds have had multiple
applications over time. However, its high mobility, persistence, and toxicity require strict control in various samples and matrices.
Consequently, methods based on electrochemical, spectroscopic, and chromatographic techniques have been developed. This
paper presents a critical review of methodologies based on UV/Vis molecular absorption spectroscopy for the determination of
total mercury, focusing on strategies based on complex formation, considering their principles, characteristics, and applications.

Keywords: UV/Vis molecular absorption spectroscopy; Complex formation; Mercury (total Hg)

Introduccién

El mercurio (Hg) es un elemento ampliamente distribuido en
el ambiente y de gran relevancia toxicolégica debido a su ele-
vada movilidad, persistencia y capacidad de bioacumulacion.
Presen-ta propiedades fisicoquimicas particulares, entre ellas:
alta densidad, estado liquido a temperatura ambiente y capa-
cidad de formar amalgamas con algunos metales (Stillman,
2003; Cadavid-Mufioz y Arango-Ruiz, 2000; Lide, 2005;
Cottom et al., 1999), lo que ha favorecido su uso en diversas
aplicaciones tecnoldgicas e industriales, incluyendo dispositi-
vos de medicidn, lamparas, componentes electrénicos, proce-
sos de electrolisis industriales como el Castner-Kellner
(Crook y Mousavi, 2016) y actividades mineras para la ex-
traccion de metales preciosos como oro y plata (Gaona-Mar-
tinez, 2004). Asimismo, ha sido utilizado en odontologia y en
formulaciones farmacéuticas y antisépticas (Cadavid-Mufioz
y Arango-Ruiz, 2000; Soratur, 2002).

Sin embargo, el Hg no cumple ninguna funcion bioldgica co-
nociday es un potente agente neurotdxico. Su exposicion puede
generar efectos adversos en el sistema nervioso central, parti-

cularmente en el cerebelo, afectando el control motor y otras
funciones neuroldgicas (Cadavid-Mufioz y Arango-Ruiz, 2000;
Eisler, 2006) Entre las diferentes especies quimicas de mercu-
rio, los compuestos organicos -especialmente los derivados al-
quilados- presentan una elevada toxicidad (Aschner et al.,
2017; Brunetto et al., 1999).

El impacto ambiental del Hg es particularmente relevante en
ecosistemas acuaticos, donde puede transformarse microbiol6-
gicamente en metilmercurio, una de sus formas mas téxicas y
biodisponibles. Este compuesto se incorpora facilmente a orga-
nismos primarios y se transfiere a lo largo de la cadena tréfica,
dando lugar a procesos de bioacumulacion y biomagnificacion
(Hintermann, 2010; Kolipinski et al., 2020). En consecuencia,
su monitoreo en matrices ambientales, bioldgicas y alimenta-
rias constituye una prioridad en quimica analitica. En muchos
casos, el contenido de Hg total representa el parametro analitico
de interés, ya sea por requerimientos normativos o como indi-
cador de contaminacién, aungue en algunos casos es necesario
complementar la informacion con estudios de especiacion.

Para ello se han desarrollado métodos basados en técnicas elec-
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troquimicas (Zaib et al., 2015; Suherman et al., 2017), espec-
troscopicas moleculares (Sandell et al., 1989; Marczenko y
Freiser, 2008; Saputri et al., 2025) y atdmicas (absorcion, emi-
sién y fluorescencia atomica), generalmente acopladas a siste-

mas de generacion de vapor frio (GVF), o de generacion foto-
quimica de Hg%g), para mejorar la sensibilidad (Gallignani et
al., 1998; Armenta y de la Guardia, 2011; Althoff et al., 2017;
Ohki et al., 2013; Covaci y Frentiu, 2022; Santos et al., 2012;
Shirkhanloo et al., 2017). También se han propuesto méetodos
cromatograficos con distintos detectores, algunos de ellos con
estrategias de especiacion (Brunetto et al., 1999; Hight y
Cheng, 2006; Suvarapu y Baek, 2017; Shahid et al., 2020). No
obstante, su aplicacion puede verse limitada por el costo instru-
mental, la complejidad operativa y los requerimientos de man-
tenimiento.

En este contexto, la espectroscopia de absorcién molecular ul-
travioleta-visible (EAM UV-Vis) (Skoog et al., 2019; Rubin-
son y Rubinson, 2001; Dyer y Garbarino, 1973) continta
siendo una alternativa analitica atractiva por su amplia disponi-
bilidad, bajo costo y simplicidad, ademas de su potencial de au-
tomatizacion (Garcia, 2018; Buie, 2011). El desarrollo de nue-
vas celdas, que se detallan en los catalogos técnicos correspon-
dientes (Starna, 2026), detectores multicanal, sistemas de ana-
lisis en flujo (Cerda, 2006)y herramientas quimiomeétricas, ha
ampliado significativamente sus posibilidades analiticas.

Sin embargo, la determinacién directa de Hg por esta técnica
(espectrofotometria UV/Vis) plantea un problema: las solucio-
nes de iones y de muchos compuestos mercuriales no muestran
absorcion significativa en esta region. En consecuencia, os mé-
todos espectrofotométricos se basan en reacciones donde el Hg
participa, de forma directa o indirecta, en la formacion o trans-
formacién de especies con absorcion detectable. Estas estrate-
gias pueden agruparse bajo dos enfoques principales:

1) Métodos basados en la formacion de complejos entre el Hg
y ligandos adecuados, en los que al menos una de las especies
involucradas presenta absorcion (til en la region de trabajo.

I1) Métodos cinéticos, basados en el efecto catalitico del ion
Hg?* en algunas reacciones especificas.

Por razones de extension, pero sobre todo por la diferencia en
la filosofia de trabajo, los métodos cinéticos seran presentados
en la parte 1l de este estudio (Gallignani, et al., 2003; Valero et
al., 2004; Kawashima, et al., 1997). En este marco, el objetivo
del presente trabajo es presentar una revision, critica y compa-
rativa, de métodos espectrofotométricos para la determinacion
de Hg total mediante la formacion de complejos, analizando sus
fundamentos, estrategias, caracteristicas y aplicaciones, inclu-
yendo propuestas con etapas de preconcentracion. No se consi-
deran en la revision métodos cromatograficos con deteccion
UV ni estudios de especiacion.

Metodologia
La metodologia se basa en una revision bibliogréafica mediante

el uso de palabras clave en bases de datos cientificas amplia-
mente utilizadas (Web of Science, Scopus, Google Scholar, en-
tre otras). Los trabajos seleccionados constituyen una muestra
representativa de las estrategias desarrolladas para la determi-
nacion espectrofotométrica de mercurio, considerando su evo-
lucién histérica e impacto.

En todos los casos, la especie activa es Hg?*; por ello, algunos
procedimientos requieren un tratamiento previo de la muestra
(digestion u oxidacion), aspectos que no se abordan en este tra-
bajo.

El proceso de absorcion puede involucrar especies organicas o
inorgénicas, i6nicas o moleculares, generalmente en solucion
liquida. Con fines didacticos (para facilitar la lectura del tra-
bajo), se incluye un breve “Marco conceptual” con algunas
consideraciones sobre el proceso de absorcién y las potenciales
especies absorbentes.

Marco conceptual
Consideraciones sobre la EAM UV/Vis

La espectrofotometria UV/Vis se basa en la absorcion de radia-
cion electromagnética por especies moleculares en esta region
espectral. En principio, se puede trabajar con sélidos, liquidos
y gases; sin embargo, en quimica analitica se emplean princi-
palmente disoluciones liquidas, y en menor extension gaseosas.
Sus fundamentos, instrumentacion y aplicaciones basicas estan
bien documentados (Skoog et al., 2019; Rubinson y Rubinson,
2001). No obstante, a continuacion, se sefialan algunas consi-
deraciones que pueden ser de interés:

e EI UV/Vis de trabajo es de 190 a 780 nm. En ocasiones se
extiende hasta el IR cercano (~ 900 nm).

e [La “absorcion util” requiere que la especie absorba en esta
region y presente un coeficiente de extincion molar elevado
(> 10* L.molt.cm-1).

¢ En compuestos organicos, la absorcion depende de la presen-
cia de croméforos; y de la estructura de la molécula (presen-
cia de multi croméforos, conjugacion, auxocromos, etc.)
(Skoog et al., 2019; Rubinson y Rubinson, 2001; Dyer y Gar-
barino, 1973).

o Las caracteristicas de absorcion se pueden mejorar a través de
una reaccion de derivatizacion adecuada.

e En el caso de las especies inorganicas:

- Moléculas gaseosas como SOx(g), ciertos hidruros volatiles
(AsHs, SbHs, SnHa, etc.), entre otras, absorben en el UV, y
sus bandas pueden utilizarse con fines analiticos (Gallignani
etal., 2009; Cabredo et al., 1998; Cabrero et al., 1995).

- Las disoluciones acuosas de iones poliatdmicos pueden te-
ner absorcién en el UV (nitrito, nitrato, carbonato, etc.) o en
el visible (cromato, dicromato, permanganato, etc.).

- Las disoluciones de iones de muchos metales de transicion
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presentan absorcion en el visible; sin embargo, estas transi-
ciones presentan valores de ¢ relativamente bajos, lo que li-
mita su utilidad analitica. En estos casos, se puede recurrir a
reacciones quimicas que generen especies absorbentes.

La determinacién espectrofotométrica de Hg, cuyos iones no
absorben en la regién de trabajo, requiere su transformacion en
una especie absorbente mediante reaccion con un ligando apro-
piado:

XM +yL — M,L,

donde M representa el ion Hg*" y L el ligando (Cottom et al.,
1999; Atkins et al., 2010; Housecroft y Sharpe, 2006).

En este marco, pueden distinguirse dos enfoques limite segin
el origen de la sefial analitica. En los métodos directos (A), la
absorcion proviene del complejo formado y aumenta con la
concentracion de analito, mientras que en los indirectos (B),
responde al ligando y decrece con la concentracion de Hg. La
primera variante es muy comun, siendo la segunda muy escasa,
pero factible.

(A)M+L-1- ML-1
donde el complejo ML es la especie absorbente).
Ejemplo A-1: Hg?* + 2Lazx — Hg-(Laz)2

donde Lz es un ligando tipo azo (Radhi, 2022). En este caso,
la especie absorbente es el complejo, que absorbe a 626 nm.

Ejemplo A-2: Hg?* (c) + 2HDZ (:c) = Hg(Dz), + 2H*

donde Dz es el ligando: Ditizona (Mateo et al., 1988; Pifia et
al., 2012). En este caso, el complejo es la especie absorbente
(A= 490 nm), que se extrae en cloroformo.

(B) M+ L-2 & ML-2

donde el ligando L-2 es la especie que absorbe. EI complejo no
absorbe).

Ejemplo: Hg** + GBI — Hg(GBI),

L-2 es el ligando: (1H-benzimidazol-2-yl)guanidina (Sundare-
san et al., 2016). Se trata de un caso poco comun, pero intere-
sante. EI complejo que se forma no absorbe; la sefial analitica
corresponde a la disminucion de la absorbancia del ligando a
225y 295 nm.

En los sistemas indirectos la quimica del sistema suele ser mas
compleja: el analito modifica la concentracion o el comporta-
miento de otras especies absorbentes, como ocurre en las reac-
ciones de desplazamiento (C) o en las de competencia por el
ligando (D).

C) En este escenario hay dos metales y un solo ligando dispo-
nible; el segundo metal (M2) desplaza al primero en el com-
plejo M1-L. Se colocan 2 ejemplos que ilustran situaciones dis-
tintas que se pueden desarrollar: en una se sigue la sefial del
complejo inicial (M1-L), mientras en la otra la absorcion de in-
terés corresponde al complejo (M2-L), producto de la reaccién
de desplazamiento.

M1-L+ M2 = M2-L + M1
Ejemplo C-1: 4[Fe(SCN)P* + Hg> 2 [Hg(SCN).J> + 4Fe*

El ligando es el ion tiocianato. Se monitorea la disminucion de
la absorbancia del tiocianato férrico. El producto de reaccion,

[Hg(SCN).]*, no absorbe (Sulistyarti et al., 2020).
Ejemplo C2: Zn(Dz). + Hg** = Hg(Dz), + Zn*"

El ligando es la Ditizona, Dz (Ahmad et al., 2017). El Hg des-
plaza, o sustituye, al Zn en el complejo original. Se monitorea
la absorbancia creciente del ditizonato de mercurio, que se ex-
trae en CCl,.

(D) El segundo escenario de métodos indirectos representa el
caso inverso, una competencia por el ligando. EI metal presente
(M) puede unirse a dos ligandos (L1 y L2), por lo general, con
diferente afinidad por él. Este tipo de esquema constituye la
base de muchas titulaciones complejométricas.

M-L1+L22M-L2+L1
[Ca®- In] + EDTA =[Ca?*- EDTA] + In
In es el indicador: negro de eriocromo T -NET

El Ca*? esta inicialmente unido al NET (complejo rojo). El
EDTA que se introduce desplaza al In en el complejo liberando
al NET (color azul), generando el cambio de color en la solu-
cion, que determina el punto final. El seguimiento se puede ha-
cer mediante una titulacion espectrofotométrica (Harris, 2016).

En un marco distinto, desde el punto de vista quimico, las in-
teracciones Metal-Ligando pueden dar lugar a complejos de
coordinacién, quelatos, pares i6nicos, de transferencia de carga,
etc. En particular, el Hg?* presenta afinidad por ligandos blan-
dos -en concordancia con la teoria HSAB- formando especies
como (Hgls)* o [Hg(SCN)4]*", que pueden asociarse con catio-
nes organicos cromaoforos, asi como quelatos con ligandos po-
lidentados como la ditizona. La figura 1 sintetiza esta informa-
cion, destacando las especies responsables de la absorcion en
cada caso.

Este trabajo tiene un claro enfoque analitico. En este contexto,
la siguiente seccion presenta una revision y clasificacion de los
métodos reportados, orientada a relacionar el sistema quimico
con el disefio metodoldgico y el desempefio analitico.

Métodos espectrofotométricos para la determinacion de
mercurio

La literatura describe numerosos ligandos capaces de formar
complejos con el ion Hg?*, que han permitido el desarrollo de
una variedad de métodos espectrofotométricos para su determi-
nacion. La tabla 1 resume los principales ligandos reportados y
las siglas utilizadas para su identificacion.

La mayoria son métodos directos, aunque unos pocos entran en
el grupo de indirectos. No obstante, para los fines de esta revi-
sién -centrada en el desempefio analitico- resulta conveniente
adoptar una clasificacion operativa basada en la forma en que
se realiza la medida espectrofotométrica. Bajo este criterio, se
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Fig. 1: Mapa conceptual sobre los métodos de analisis que se usan.
(A) Clasificacion en base a tres criterios: 1) Tipo de método, 2) Tipo
de compuesto formado y 3) Especie absorbente. (B) Variante meto-
doldgicas que se dan dentro de los métodos directos e indirectos.

establecen tres categorias basicas: 1) métodos de lectura di-
recta, 2) métodos extractivos y 3) métodos que incorporan eta-
pas de preconcentracién. A continuacion, se discuten estos gru-
pos indicando sus fundamentos y las estrategias de trabajo uti-
lizadas, resefiando algunos trabajos representativos.

Grupo 1: Métodos de lectura directa

En estos métodos, todo el proceso analitico se desarrolla en el
medio de reaccién que contiene al analito. El ligando se afiade
directamente a la solucion, se forma el complejo metal-ligando
y se realiza la medicion espectrofotométrica, destacando en
ellos la simplicidad operativa. Sin embargo, para alcanzar esta
condicion ideal, en ocasiones se debe proporcionar asistencia
para solventar problemas de solubilidad y, en algunos casos,
espectrales. Las estrategias de trabajo disefiadas para solucio-
narlos se discuten en apartados separados, intentando, en lo po-
sible, respetar la secuencia historica en la evolucion de los mé-
todos de andlisis.

Formacion de especies coloreadas a partir del ion mercurico:
el ion [HglJ* -Grupo 1A

Uno de los primeros sistemas utilizados para generar especies
coloreadas a partir de soluciones de ion mercdrico fue la forma-
cion del ion tetraiodomercuriato(ll) (figura 2). Las soluciones
de Kz[Hgls] presentan color amarillo, lo que permiti6 explorar
tempranamente su potencial analitico.

Hg?* + 4Kl — Ky(Hgls) + 2K* 2K Jo

Fig. 2: Estructura propuesta para el ion Hgls*

Pappas y Powell (1967) estudiaron este sistema, y encontraron
interferencias significativas por parte de algunos cationes y
aniones. Sobre esta base, Ramakrishna et al. (1976) propusie-
ron la formacién de un complejo (tipo par iénico ternario) por
la asociacion entre [Hgls]>" y un cation organico derivado de
rodamina 6G. En trabajos posteriores, se empled rodamina B
(Yow Loo et al., 2012) y tiocianato en lugar de ioduro (Hernan-
dez-Cérdoba et al., 1984).

La implementacion de estos métodos es sencilla y permite la
deteccion en medios acuosos, aunque con limitaciones de se-
lectividad y control de interferencias. Es importante destacar
que en todos ellos se debe introducir en el medio de reaccion
un agente (gelatina, alcohol polivinilico, etc.) para estabilizar al
producto de la reaccion. La tabla 2A resume las caracteristicas
principales de estos métodos iniciales.

Formacion de complejos usando nuevos ligandos Grupo 1B

Con el fin de mejorar la sensibilidad y ampliar el rango de apli-
cacién, se desarrollaron metodologias de lectura directa asisti-
das, que hacen uso de ligandos con mayor afinidad por el ion
mercurico*. La asistencia consiste en introducir modifica-dores
del medio como solventes organicos (pueden estar en la solu-
cion del ligando) o surfactantes, entre otros. El protocolo expe-
rimental en todos ellos es similar.

*Los nuevos ligandos son, estructuralmente, variados (ver tabla 1):
heterociclos con dtomos donadores N/S, derivados de tiocarbazona,
compuestos azo, entre otros. No obstante, esta discusion excede el al-
cance de este trabajo, cuyo enfoque es esencialmente analitico (Cot-
tom et al., 1999; Atkins et al., 2010; Housecroft y Sharpe, 2006).

La tabla 2B recoge algunos ejemplos representativos, que in-
cluyen procedimientos directos (Radhi, 2022) y algunos indi-
rectos (Sulistyarti et al., 2020; Ahmad et al., 2017). Los méto-
dos asistidos que usan ditizona como ligando se colocan en un
bloque separado, dentro de la tabla, para destacar el efecto del
medio, especialmente en presencia de surfactantes, en la posi-
cién de la banda de absorcion y en el coeficiente, €, del com-
plejo (Ahmed & Alam, 2003; Flores, 2011; Khan et al, 2005;
Hernandez y Mansilla, 2006; Orozco y Cafiizares, 2010).

Si bien estos métodos mantienen la simplicidad operativa, y
ofrecen buenas prestaciones analiticas, su selectividad puede
verse limitada por el comportamiento espectral del sistema (li-
gando, complejo, medio de reaccién) y/o por la presencia de
interferentes. Por ello, el siguiente apartado aborda estrategias
orientadas a enfrentar estos problemas.

Estrategias espectroscopicas para mejorar la selectividad —
Grupo 1C

La selectividad puede ser un problema critico en algunos méto-
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Tabla 1. Ligandos utilizados para formar complejos absorbentes con el ion Hg?*.

Siglas Nombre del Ligando
Grupo 1-(0) Ligandos iniciales usados para formar complejos (pares iénicos) coloreados de Hg:
() lon ioduro (Pappas & Powell, 1967)
I/ Rod 6G loduro y Rodamina 6G (Ramakrishna et al., 1976)
I"'/Rod B loduro y Rodamina B (Yow Loo et al., 2012)
SCN-/Rod B Tiocianato y Rodamina B (Herndndez-Cérdoba et al., 1984)
Grupo 1-(1): Ligandos usados en métodos que permiten la lectura directa en el medio de reaccion:
Ligandoazo  Acido (E)-2-(4,5-bis(4-metoxifenil)-1H-imidazol-4-yl) diazenll) benzoico (Radhi, 2022)
SMR Michler’sthioketon reagent (Hussain et al., 2019)
Br-PADAP 2 (5-Bromo-2-piridilazo)-5-(dietil amino) fenol (Simido et al., 2022)
HMBT* 2-((5-(2-hydroxy-3-methoxybenzylideneamino)-2H-1,2 4-triazole-3-ylimino)methyl)-6-methoxyphenol (Alzahrani et al., 2023)
MTCED 5-metiltiofeno-2-carboxaldehydo etilendiamino (Deepa et al., 2014)
2-ACPINH N'-(1-(Pyridina-2-yl)etildieno)isonicotinohidrazida (Reddy et al., 2015)
GB1 1-(1H-benzimidazol-2-yl)guanidina (Sundaresan et al., 2016)
(SCNY lon Tiocianato (Sulistyarti et al., 2020)
MTDAA 2-Metiltofenildiazoaminoazobenzene (Guo et al., 2005)
HDz, Dz Ditizona (Ahmed & Alam, 2003; Flores, 2011; Khan et al, 2005; Herndndez y Mansilla, 2006; Orozco y Caflizares, 2010)
G-1(2) Ligandos en métodos que usan estrategias de correccion de medida:
HOTT 6-hidroxi-3-(2-oxoindolin-3-ilideneamino)-2-tioxo-2H-1,3-thiazina-4(3H)-ona (Hamza et al., 2010)
TAR 2-Thiazolylazo) resorcinol (Al-Bagawi et al., 2017)
ACINH Amil Cinamaldehido Isonicotinoil Hydrazona (ACINH) (Pradeep et al., 2016)
DHBTSC 3,4-DihidroiBenzaldehidoTiosemicarbazona (Mogalali et al., 2013)
ATP 2-Acetilpiridina Tiosemicarbazona (Babu y Reddy, 2012; Prasad, 2018)
DMIH Diacetyl Monoxime Isonicotinoyl Hydrazone (Chandrasekhar et al., 2011)
Grupo 2 Ligandos usados en métodos extractivos - Tabla 2C:
(I"'&Rod B)  loduroy Rosadamina B (Yow Loo et al., 2012)
KXB Benzil xantato de potasio (Rao, 2010)
TPA Tiofenilacetona (Murti y Khopkar, 1977)
Ac. Ox Acido Oxalico (Abdullah et al., 2019)
HDz/Dz Ditizona (Mateo et al., 1988; Pifia et al., 2012; Carrasquero et al., 2004; Ivanova et al., 2026)
Grupo 3 Ligandos presentes en métodos que incluyen etapas de preconcentracion:
HDz/Dz Ditizona (Carrera et al., 2016; Niazi et al., 2015)
BTAC 2-(2-benzotiazolilazo)- p-cresol (Lemos et al., 2012)
TMK 4,40-bis(dimethylamino)thioben-zophenone (Gharehbaghi et al., 2009)
PAR 4-(2-piridilazo) resorcinol (Yonehara et al., 2005)
AR6B Astrazon Red (Antolové et al., 2016)
(FER) Ferroina: [Fe**(Fen)s]** (Hosseini y Hashemi-Moghaddam, 2004; Hosseini y Hashemi-Moghaddam, 2005)
Grupo X Ligandos presentes en trabajos que indican tendencias a futuro:
Ag@MESNA  Nano particulas de Ag funcionalizadas con sulfonato de mercaptanao (Vicente-Martinez et al, 2026)
Au (AuNPs)  Nano particulas de Au (AuNPs) funcionalizadas 8 Hidroxiquinoleina (dos Santos et al., 2025)
Abd Abendazol (EI-Shwiniy et al., 2022)

Nota: El orden en que se colocan los ligandos, corresponde -basicamente- a la secuencia en que son mencionados en el trabajo; y los grupos que
se sefialan responden a sus estructuras.

Tabla 2A. Métodos de lectura directa: desarrollos iniciales basados en la formacion de complejos tipo par i6nico.

Ligando / A (nm) IT: mg/L Medio Aplicacion/Muestras
Complejo (Hg:L)* g (mol! L.cm™®) Modo: Lectura directa (LD)
loduro (I / 1:4 ® 323/2,34x10* 0,04-0,6 LD: Acuoso, pH 4 Estudio interferencias (Pappas & Powell, 1967)
(1) y Rod6G / 1:2¢ 575/7,0x10* 1-8 LD: Medio &cido + gelatina Estudio Interferencias (Ramakrishna et al., 1976)
(I-) y RodB / 1:2¢ 559 /1,68x10° 1-12 LD: Medio &cido + APV* Estandares acuosos (Yow Loo et al., 2012)
SCN-y RodB / 1:2¢ 610/1,1x10° 1-12 LD: Exceso SCN-+ APV* Hg en aire® (Hernandez-Cdrdoba et al., 1984)

*Complejo-Relacién Metal:Ligando, &: Coeficiente de extincién molar, IT: Intervalo de trabajo. Complejos tipo par i6nico: ©
[Hg(104)1%, ®[Hg(104) ].(R*)>® El Hg se atrapa en una trampa de H2SO4/KMnOsa.
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Tabla 2B. Métodos de lectura directa, con asistencia quimica, para la determinacion de Hg(I1)

Ligando A (nm) LT: mg/L Medio Aplicaciones
Complejo* & (L.molt.cm?) Lp: mg/L Modo: Lectura directa® Muestras
Ligando Azo 546 /7,96 x 103 0,5-10/0,19 (Ligando en etanol), no hay efecto pH,  Estudios interferencias, aguas y actividad biol6-
Hg:L=1:2 T=250C. gica (Radhi, 2022)

SMR 626 /3,39 x10° 3-20,7/17 (SMR en etanol). pH neutro, Interferencias, muestras fortalecidas. Recupera-
HgL=1:1 T =250C. cion (Hussain et al., 2019)
Br-PADAD 566 /8,87 x 102 0,1-10/0,02 (Br-PADAD en alcohol). Aguas en zonas auriferas. Actividad biologica (Si-
HgL=1:2 T=25°C, pH 9. mido et al., 2022)

HMBT 475/1,59 x10* 0,1-6,0/0,016 (HMBT en metanol). Aguas varias: de grifo y aguas Zam Zam (Alzah-

Hg:L =1:2 T=25°C, pH 10. rani et al., 2023)

MTCED 385/5,5x10% 0,83-8.6/n.r (MTCEDT en metanol). pH 2. Aguas varias (mar, rio, lluvia, industriales)
HgL=1:1 25°C, pH 2. (Deepacetal., 2014)
2-ACPINH 357/5,48 x 10* 0,2-2,0/n.r (Solucién acuosa/ DMF). pH 5. Aguas varias, alimentos y mezclas sintéticas
Hg:L=2:3 T=25°C, (Reddy et al., 2015)

MTDAA 520/1,33x10° 0-6/0,27 (MTDAA en etanol), Triton X.-100, T  Agua: potable, de lago y aguas residuales (Guo et
Hg:L=1:1 =250C al., 2005)

GBI 245y 295 nm 0,01-103/0,01 (GBI en agua/DMSO). Reduccion Ab-  Certificada RM-1515. Interferencias (Sundaresan
Hg:L=1:2 g nr) sorbancia en 295nm® etal., 2016)

SCN- 460/ 4,7 x10%* 1-30/058 Sustitucion del Fe por Hg en el Aguas fortalecidas y de lavado (de zonas aurife-
HgL =1:4 [Fe(SCN)]?* [Fe(SCN)?~ @ ras) (Sulistyarti et al., 2020)

Meétodos de lectura directa, asistidos, que hacen uso de la ditizona (Dz) como ligando

488/2,5x10* 0,1-25/nr (Mezclade aguay 1:4 dioxano); T=25 Aguas, sangre, orina, tejidos vegetales, etc. (Ah-
°C med & Alam, 2003)
502 /4,8x10* 0,1-12/n.r (Triton X100),pH 2, T=25°C Aguas y suelos (Flores, 2011)
Hg:L=1:2 490/5,0x104 0,05-10/n.r  (Docdecil sulfato sédico), pH &cido, T Aguas, tejidos y fluidos, suelos, orina (Khan et al,
(L: Ditizona)® =25% 2005)
493/7,2x10* 0-3/nr (Triton X-100), medio &cido, Aguas fortalecidas Solo analizan cadmio (Hernan-
T=250C dez y Mansilla, 2006)
493 /:n.r 0,5-10/0,27  (Triton X-100). Sistema FIA, portador Productos farmacéuticos (muestras digeridas)

mezcla de 4cidos, pH=0, T =25°C® (Orozco y Caflizares, 2010)

*Complejo: Relacién Metal:Ligando, ® LC: lectura directa, con asistencia quimica (solventes, surfactantes, etc.), €: coeficiente de extincion molar, IT:
Intervalo de trabajo: LD Limite de deteccidn). nr: No reportado. % Valor estimado. ¢ Estos métodos corresponden, en la clasificacion primaria, a

métodos indirectos, ® FIA: Flow injection analysis. ® El valor de ¢ varia con el medio de reaccidn utilizado.

dos espectrofotométricos: por absorcion de algunos componen-
tes, solapamiento de bandas, etc. En este marco, se han desarro-
llado diversas estrategias espectroscopicas para abordarlos.

La tabla 2C recopila algunos métodos para determinar Hg?* que
incorporan dos estrategias usadas con frecuencia: correccion 3
(medidas a dos A, una analitica y otra de correccion (Hamza et
al., 2010; Al-Bagawi et al., 2017) y espectroscopia derivativa
(ED) (Mogalali etal., 2013; Pradeep et al., 2016; Babu y Reddy,
2012; Prasad, 2018; Chandrasekhar et al., 2011), que permiten
resolver sefiales superpuestas y mejorar la discriminacion anali-
tica sin necesidad de etapas adicionales de separacion (la ED
requiere un software apropiado para el tratamiento de los es-
pectros; pero sus ventajas estan bien documentadas (Lépez de
Alba et al., 2017; Gallignani et al., 2005; Gallignani et al.,
2008). Estas aproximaciones representan una evolucion signifi-
cativa en el tratamiento de sistemas complejos.

Grupo 2: Métodos extractivos
Cuando hay problemas de solubilidad, o limitaciones de selec-

tividad o sensibilidad que no pueden resolverse en el propio me-
dio de reaccidn, se recurre a estrategias de separacion, dando lu-
gar a los métodos extractivos. En estos procedimientos, el com-
plejo formado se transfiere a la fase orgéanica, donde se realiza
la medida espectrofotométrica. Esta etapa adicional suele apor-
tar importantes mejoras en selectividad y sensibilidad, aun-que
a costa de mayor tiempo de operacion y, consumo de reactivos.
Por esta razon estos métodos iniciales tienden a ser evitados, en
favor de metodologias méas simples.

En la literatura se han descrito métodos extractivos muy simples
(Rao, 2010). Sin embargo, los desarrollos propuestos por Yow
Loo etal. (2012), Murti y Khopkar (1977) (Hg-TBA-benceno),
e incluso los que hacen uso de la ditizona (Dz) como ligando
(Mateo et al., 1988; Pifia et al., 2012), tanto en procedimientos
directos como indirectos (Ahmad et al., 2017), son mas repre-
sentativos de esta modalidad, incluso desde el punto de vista
historico.

Con un enfoque diferente, Abdullah y colab. (2019) propusie-




MA Gallignani, MR Brunetto, C Ayala / Avances en Quimica, 21(2), 43-56 (2026) 49

Tabla 2C. Métodos de lectura directa directos que usan herramientas para mejorar la selectividad.

Ligando A (nm) IT (mg/L Medio Aplicaciones
Complejo* g (L.moltcm?) Lo (mg/L) Modalidad (B y ED) Muegstras
= | ectura directa: Correccion Beta (B):
HOTT Apo: 505y Ap: 336 IT: 0.2-20 B: pH =5. D0 a Ao, con correc-  Fertilizantes, Aguas unidad odontologia (Hamza
Hg:L=1:2 &: 3,25 x10° Lp: 0,026 cion a Ap. etal., 2010)
TAR Apo: 547 [ Ap =442 IT:01-20 B: pH 6. Medida a Ao, con co-  Aguas superficiales y de rio fortalecidas (Al-Ba-
Hg:L=1:2 e 1.44 x10° Lp: 0,024 rreccion a Ag. gawi et al., 2017)
= Métodos de lectura directa - Espectroscopia de derivadas:
DHBTSC Apo: 375/ Ap2; 440 ITo: 0,05-0,5 ED: (Tween 80). pH6,5. Doy  Aguas residuales Aguas fortalecidas (Mogalali
Hg:L=1:2 &1 3,25 x10° ITp2: 0,04 - 0,016 D1pico a440 nm). etal., 2013)
ACINH Apo: 391/ Apip): 440 IToo: 1,0 -10 ED: pH 10, Do391 nmy D1 (Pico  Aguas de rio, de Laboratorio, etc. (Pradeep et
HgL=1:1 £:2,78:10% ITou: nr a440 nm) al., 2016)
ATP Apo: 351 IToo: 0,24 -2,4 ED:y pH 6: (ATP en DMF). Aguas, suelos. muestras bioldgicas, farmacos
Ho'l =1:1 Nope: 410V Apa: 473 110201 0,0296-0,664  Medidas Aooy Aoz (picoa410y  ayurdéticos (Babu y Reddy, 2012; Prasad, 2018)
g pep: A37Y Aoy I Toav: 0,008-0,08 valie a473),
€. 5.4x104
DMIH Apo: 375y Apip): 400 nm 1 Tp1: 1,003 - 12,03 ED: pH =55, DO: 351 nmy Aleaciones sintéticas con Hg.; y aguas (Chan-
11 & 5.4,10% Lo:nr D1pico) 2400 nm drasekhar et al., 2011)

* Relacion Metal:Ligando, ¢: Coeficiente de extincion molar, IT: Intervalo de trabajo, Lo: Limite de deteccion. DO, Dio Derivada de orden O (espectro de
absorcion) y orden i (1,2). Los subindices P y V indican Pico o Valle. ADi es la longitud de onda de medida en la representacion correspondiente.

Tabla 3. Métodos espectrofotométricos extractivos para la determinacion de Hg(ll).

Ligando A (hm) IT: mg/L Medio Aplicaciones
Complejo * ¢ (L.molt.cm?) Modalidad: Extraccion Muestras
(I yRodB (1:2)® 565/1,78x10* 0,25-1,35 (benceno) Solucion acuosa Hg en resinas de intercambiador iénico (Yow Loo et al., 2012)
KBX (1:2) 375/2,61x103% 1-20 (MIBK): Solucién ac. pH 10 Aguas residuales y aguas fortalecidas (Rao, 2010)
TBA (1:2) 345/1,70x10* 0,6-12,1  (benceno) Solucion ac. pH 4. El Aguas de desecho industriales (Murti y Khopkar, 1977)
extracto se llevaapH 12.
Ditizona (1:2) 490/~35¢10* 0,05-05 (CH2Cl:). Medio 4cido; diges- ~ Aguas varias, tejidos de peces y vegetales (Pifia et al., 2012)
0,01 (V)° tién previa.
Ditizona (1:2) 488 nm/n.r 1,0-12  (CCly). Sustitucion de Zn por Hg  Recuperacion: aguas de rio fortalecidas (Ahmad et al., 2017)
en soln. (pH 1) ZnDzz,
Ac. oxalico ® 300nm/n.r n.r Soxhlet: Ac. Oxalico/SnClz Aguas, suelos, productos agricolas (Abdullah et al. (2019)

* Complejo: Relacién Metal Ligando, &: Coeficiente de extincion molar, IT: intervalo de trabajo, ®(Hgls>-).(R*)2® El valor reportado (2,61 x 107?) es inconsis-
tente; probablemente corresponde a 2,61x103. © Dependiendo del volumen de la muestra (Estos valores son para un volumen de muestra de V =5 mL). ® La
extraccion soxhelt corresponde a un principio distinto, pero se incluye por acoplarse a una determinacion espectrofotométrica. n.r: No reporta.

ron una modalidad de trabajo distinta, una extraccion Soxhlet
con é&cido oxalico y cloruro estannoso, seguida de la medida
espectro-fotométrica. La tabla 3 resume y contrasta las caracte-
risticas en algunos de ellos. Sin embargo, a pesar de su mayor
complejidad operativa, estos enfoques contintian siendo rele-
vantes, especialmente en el analisis de muestras con bajas con-
centraciones de Hg(ll) o en matrices de alta complejidad. En
este punto, es importante aclarar que la extraccion es una forma
primaria de preconcentracion; y bajo la figura de técnicas de
preconcentracion, vuelve a tomar presencia en el tercer grupo
de métodos que se discuten en este trabajo.

En otro contexto, la ditizona ha estado presente en todos los

grupos de métodos discutidos y también lo esté en el grupo 3.
En consecuencia, corresponde hacer algunas consideraciones
sobre este ligando.

La ditizona (HDz), un ligando versatil
La ditizona (HDz, difeniltiocarbazona) es un quelante versétil,

usado en la determinacion de metales como Cu, Zn y Hg (San-
dell et al., 1989; Mateo et al., 1988; Flores, 2011; Carrasquero
etal., 2004). En el caso del mercurio, esta presente en todas las
estrategias discutidas, tanto en métodos directos como indirec-
tos; incluso en algunos con etapas de preconcentracion.
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Fig. 3: Espectro de absorcidn simple de: (A) solucién acuosa de ditizona (bandas en ~ 435 y 605 nm) y B) solucion, de ditizonato de plomo, en
CCl4 (banda en ~490 nm). El objetivo es sefializar la absorcidn simple de cada componente aislado.

La figura 3 muestra la estructura y el espectro de absorcion de
la ditizona (solucién acuosa) y del ditizonato de Hg (en CCly),
con bandas de absorcién alrededor de 435 y 600-620 nm para
el ligando, y una intensa entre 485 y 500 nm para el complejo.
Este es muy soluble en solventes como CCls, CH.Cly, y CHCIs,
condicién que suele usarse como base en los métodos extracti-
vos. Los mecanismos de asistencia para solubilizar al complejo
en el medio de trabajo inicial fueron discutidos en una seccion
previa. Recientemente lvanova et al. (2026) publicaron un es-
tudio sobre el equilibrio HHz-Hg(Dz), con extraccién en cloro-
formo.

Como extension de las estrategias discutidas, y con el objetivo
de mejorar la sensibilidad analitica, se han desarrollado meto-
dologias que incorporan una etapa de preconcentracién (PC).
En general, se basan en la transferencia, retencion o transfor-
macion del analito con el fin de concentrarlo en un volumen
menor y aislarlo de la matriz. Dada su mayor complejidad, se
presentan en un formato mas detallado que permite incluir pa-
rametros adicionales relevantes para su evaluacion analitica.

Grupo 3 - Métodos que incorporan una etapa de preconcen-
tracion

Para dar cierre a esta seccion del trabajo se revisan algunas es
trategias de preconcentracion (PC) que se usan para mejorar la
sensibilidad analitica. De acuerdo con el mecanismo de separa-
cién o acumulacion, los trabajos que se discuten pueden agru-
parse, basicamente, en cuatro bloques:

Microextraccién en fase s6lida (SPME): Se basa en la retencién
del analito sobre un adsorbente s6lido, seguido de su elucién en
un volumen reducido. Por ejemplo, Carrera et al. (2016) la in-
corpora usando ditizona como quelante y un adsorbente a base
de carbon activado.

Microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME): Es una
de las modalidades més usadas, y consiste en la transferencia
del analito a una fase organica finamente dispersa, que favorece
una rapida extraccion. Se muestran algunos ejemplos que la
usan, pero con estrategias de trabajo distintas como: el analisis
de una mezcla de Cu y Hg usando un quelante comun y trata-

miento quimiométrico de los datos (Niazi et al., 2015), procedi-
mientos multietapa donde el complejo se deposita sobre una
membrana que hace la funcién de celda; la DLLME asistida por
vortex; o el uso de solventes idnicos, entre otras (Lemos et al.,
2012; Gharehbaghi et al., 2009; Yonehara et al., 2005).

Generacion de vapor con atrapamiento gquimico: Se fundamen-
ta en la conversién del analito en una especie volatil, seguida
de su separacion de la matriz y retencion. El método desarro-
llado por Yonehara et al. (2005) es representativo de este
grupo: generacion de vapor frio de Hg, separacién, retencién,
reoxidacion, formacion de un complejo y medida espectrofoto-
métrica.

Flotacion y extraccion de pares idnicos: En este caso, el analito
forma un ion asociado hidrofdbico que puede separarse por flo-
tacion o extraccion en fase organica, permitiendo su preconcen-
tracién. Hosseini y Hashemi-Moghaddam (2004 y 2005) desa-
rrollaron una estrategia que combina la flotacién del ion aso-
ciado (Hgl.)*"- ferroina con su posterior extraccion y medicion,
incorporando en trabajos posteriores etapas adicionales para in-
crementar la sensibilidad.

Latabla 4 sintetiza las caracteristicas mas relevantes de los mé-
todos descritos. En general, muestran un caréacter multietapa y
pueden implicar cierta complejidad operativa; no obstante, per-
miten alcanzar altos factores de preconcentracion, lo que cons-
tituye su principal ventaja. En este sentido, la automatiza-cion,
cuando es posible, contribuye a simplificar su aplicacion.

Los grupos de métodos discutidos, con el conjunto de estrate-
gias involucradas, proporcionan una vision integral de los en-
foques desarrollados para la determinacion de mercurio, in-
cluso a niveles traza. A partir de este marco, resulta pertinente
considerar las tendencias actuales y perspectivas futuras en esta
area.

Presente y futuro. Tendencias en los disefios metodolégicos

En los ultimos afios se han propuesto enfoques alternativos para
la determinacion espectrofotométrica de Hg(ll) que se apartan
de los esquemas clésicos basados en complejos moleculares en
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solucion. Estos desarrollos incorporan nuevos tipos de reacti-
vos y plataformas de reconocimiento, ampliando el alcance me-
todoldgico de este campo.

Entre ellos, destacan los sistemas basados en nanoparticulas
metalicas funcionalizadas, en los cuales el proceso de reconoc
estos casos el ligando no actda libre en solucién, sino inmovili-
zado sobre una superficie nanométrica, manteniendo su capaci-
dad de coordinacion, pero en un entorno distinto. Ejemplos re-
presentativos incluyen nanoparticulas de plata modificadas con
ligandos tiolados (como MESNA), donde el Hg(1l) forma espe-
cies Hg-S sobre la superficie (Vicente-Martinez et al, 2026), asi
como nanoparticulas de oro funcionalizadas con quelantes or-
ganicos, como la 8-hidroxiquinoleina (dos Santos et al., 2025).
En ambos casos, la interaccion con el ion metélico induce cam-
bios en las propiedades Opticas del sistema -frecuentemente aso-
ciados a fendmenos plasmonicos- que pueden ser monitoreados

directamente, dando lugar a metodologias de respuesta diferente
a la espectrofotometria convencional, pero conceptualmente
vinculadas a la quimica de complejos.

En una linea diferente de trabajo, también se han explorado
compuestos de interés farmacoldgico como posibles reactivos
analiticos. En este contexto, se ha reportado el uso de albendazol
como ligando para la determinaciéon de Hg(l1), aprovechando su
capacidad para formar complejos con el ion metélico (EI-Shwi-
niy et al., 2022). Este tipo de propuestas resulta de interés no
solo desde el punto de vista analitico, sino también por la posi-
bilidad de reutilizar moléculas bioactivas como agentes imiento
guimico tiene lugar en la interfase sélido—liquido. En comple-
jantes, abriendo nuevas perspectivas en el disefio de métodos.
No obstante, estos enfoques ain requieren mayor desarrollo y
validacién para su incorporacion sistematica dentro de las me-
todologias convencionales.

Tabla 4. Métodos espectrofotométricos que incorporan etapas de preconcentracion.

Ligando A IT:pug/L Modo preconcentracion Solventes Aplicaciones
Complejo* (nm) Lo:pg/L Fc: Factor de PC Exty Dis Muestras
Ditizona 490 30-280 SPME: adsorbente solido: Agua/ Etanol Aguas naturales y subterraneas (Carrera
(HgL) 1:2 7,68 Xerogel etal., 2016)
Ditizona 470-700* 10 - 300 DLLME (Frc = 175) Sext: CCL4 Aguas naturales y muestras sintéticas
(Hg:L) 1: 2 28 Usa quimiometria Spis: Acetonitrilo (Niazi et al., 2015)
BTCA 650 11-200 DLLME (Frc = 64) Ext: CCL4 Muestras de pelo, Aguas varias (Lemos et
(HogL)1:1 33 Métodos multietapas Dis: Etanol al., 2012)
TMK 575 12 -140 DLLME /F(pc) = 18,8 Sext: 16nico Aguas varias, suero salino (Gharehbaghi
(Hg:L) 1:2 39 TMS en micelas Sois: Acetona etal., 2009)
Br-y ArB6 550 8-200 DLLMCE asistida por Soln ac. pH 2 Aguas naturales y fortalecidas (Antolova
(HgL) 1:1® 15 vortex /100 s Tolueno-CH.Cl, etal., 2016)

Otras variantes de preconcentracion:

PAR 525 0,5-20 GVF, retencién del Hg, Complejo en Efluentes industriales Aguas fortalecidas
(HgL) 1:1 0,16 reoxidacion, etc. NH4CI/NHz (Yonehara et al., 2005)
Ferroina® 509 6.5-190 Flotacidn, formacion par Extraccion con Aguas de grifo, de mar, e industriales
(HgL) 1:1 1,25 asociado Acetonitrilo (Hosseini y Hashemi-Moghaddam, 2004)
Fery Dz 490 16-32 Flotacion, Retencion y tra- Extraccion con Aguas industriales, de mar, cabello (Hos-
Hg:L) 1:2 01 tamiento con NHs CH:Cl> seini y Hashemi-Moghaddam, 2005)

*Complejo-Relacion Metal:Ligando, ® (HgBrs) - (AréB)*, IT y Lp: Intervalo de trabajo y Limite de deteccion. - Aaps: Longitud de onda de maxima absorcion
del complejo PC: Preconcentracion y Fec): Preconcentracion y Factor de Preconcentracion o enriquecimiento - Sext y Sois: Solventes de Extraccion y Dispersion.

Tabla 5. Nuevos desarrollos metodoldgicos para la determinacion espectrofotométrica de Hg(l1)

Ligando / Complejo A IT:mg/L Medio Aplicacion
Hg(1l) - (NPs-Func.) (nm) lo:mg/L Modalidad de trabajo Muestra
AgNPs@MESNA® 392 0,02-0.2 Solucion ac. Hg(ll) + “Suspensiéon @ Agitacion, Aguas (Vicente-Martinez et al, 2026)%
Hg(l1) - AgNPs Func. 0,07 toma de micromuestra y medida.
AuNPs@8HQ * 650 01-1 Solucién coloidal de * solucién ac. (pH 7) de Aguas
Hg(11)- AuNPs Func. 0,02 Hg(l1)- Agitacion, y medida Timerasol (dos Santos et al., 2025)8°
Abemdazol (abd) * 585 3-200 El abendazol (un farmaco) acttia como el agente li- Aguas
Hg: L 0,5 gando (e complejo= 6,3 X 10°) actividad bioldgica (EI-Shwiniy et al., 2022)%

©AgNPs@ MESNA: Nanoparticulas de Ag AgNPs) funcionalizadas con mercaptoetano sulfonato,
* AgNPs@ 8HQ: 8 Hidroxiquinoleina, IT y LD: Intervalo de trabajo y Limite de deteccién.

* EI Abemdazol actia como ligando en el método, pero es un principio farmacéutico.




52 MA Gallignani, MR Brunetto, C Ayala / Avances en Quimica, 21(2), 43-56 (2026)

De manera complementaria, se observa una tendencia creciente
hacia el desarrollo de metodologias orientadas al anélisis de mi-
cro muestras, en linea con la evolucion de la espectrofotometria
en su interaccién con areas como la biotecnologia y las ciencias
farmacéuticas. Este enfoque ha sido acompafiado por el disefio
de celdas de reducido volumen y por la disponibilidad de instru-
mentacion especifica para el anlisis de pequefias cantidades de
muestra, lo que amplia el campo de aplicacion de estas técnicas.

Latabla 5 resume algunas de las caracteristicas de estos 3 méto-
dos, incorporando algunos de los pardmetros ya utilizados en las
tablas 2, 3y 4 para la resefia de los métodos.

Conclusiones

Se presenta una revision de los métodos para la determinacion
de mercurio total mediante espectroscopia de absorcion mole-
cular UV/Vis, basada en reacciones de formacion de complejos
metal-ligando.

A pesar de la elevada sensibilidad y selectividad de las técnicas
atémicas y cromatograficas, su costo instrumental y compleji-
dad limitan su aplicacion en numerosos laboratorios. En este
contexto, la espectrofotometria UV/Vis constituye una alterna-
tiva accesible, sustentada en su amplia disponibilidad y en el
desarrollo de reactivos cromogeénicos adecuados. El anélisis de
mercurio como Hg total se justifica ya que, en muchos casos, es
la informacion analitica de interés. La revision permitié organi-
zar las metodologias en métodos de lectura directa y extractivos,
considerando su evolucién, estrategias analiticas y tipos de li-
gandos empleados, asi como el uso de técnicas de preconcentra-
cion para mejorar la sensibilidad.

La basqueda de nuevos ligandos, incluyendo compuestos de di-
sefio, se mantiene como una linea de investigacion activa. Asi-
mismo, los métodos cinéticos representan una alternativa rele-
vante, cuyo andlisis se aborda en la segunda parte de este tra-
bajo.

Finalmente, se prevé la consolidacion de tendencias como el
analisis en micromuestras y el desarrollo de aplicaciones en
areas emergentes.
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