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Prefacio

Es un honor presentar a ustedes este compendio de resumenes en extenso que representa el

relanzamiento de |l a revista fAiTeorza y Aplicacione

una vez mas exploramos las fronteras de esta ciencia en nuestro pais. La Quimica Analitica es
una disciplina esencial en el mundo de la investigacion cientifica y en la industria, y en México es
inegable que contamos con una comunidad, tanto profesional como estudiantil, comprometida
con su avance y evolucion.

En esta edicion, hemos logrado recabar una amplia variedad de investigaciones, donde se refleja
el estado actual de la Quimica Analitica en nuestro pais. Los autores abordan una amplia gama
de temas que son fundamentales para comprender y resolver los desafios cientificos vy
tecnolégicos actuales.

A través de esta revista, esperamos fomentar la comunicacién y la colaboracién entre los
profesionales de esta disciplina para la resolucion de problemas cada vez mas complejos, y que
muchas veces impactan en la mejora de los problemas a los que se enfrenta la sociedad en
general.

Agradecemos sinceramente a todos los autores, revisores y colaboradores que hicieron posible
esta revista, su dedicacion y experiencia son fundamentales para mantener los estandares de
excelencia que caracterizan a la AMQA.

Esperamos que disfruten de esta edicibn y que encuentren inspiraciébn para sus propias
investigaciones y aplicaciones practicas; juntos continuaremos avanzando en la frontera del
conocimiento en el apasionante mundo de la Quimica Analitica.
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Introduccion

Los lipidos son un grupo de compuestos que incluyen grasas, aceites y esteroides. Se
clasifican en lipidos simples que incluyen grasas y ceras, triglicéridos y acidos grasos
libres. Los lipidos complejos se refieren a fosfolipidos, glucolipidos, sulfolipidos y
aminolipidos. Los acidos grasos comunmente forman esteres con el glicerol, dando lugar
a los triglicéridos que son los componentes principales de los lipidos. Existe una
diversidad de acidos grasos que varian en la longitud de cadena, grado de insaturacion,
geometria y posiciéon de los enlaces dobles. Pueden clasificarse como saturados cuando
s6lo estan presentes enlaces sencillos de carbono-carbono, monoinsaturados cuando
presentan un enlace doble carbono-carbono, y poliinsaturados cuando presentan mas de
un enlace doble carbono-carbono. Por su parte, los triglicéridos se estructuran por
cadenas de carbono que poseen en los extremos de la cadena alifatica un grupo metilo
y un grupo carboxilo unido al glicerol. Por lo tanto, es importante caracterizar y determinar
los &cidos grasos unidos al glicerol, el cual se denomina perfil de &cidos grasos y es
caracteristico del origen de los lipidos [1].

El perfil de acidos grasos se determina principalmente por cromatografia de gases debido
a su alta sensibilidad y reproducibilidad. Los métodos cromatograficos actuales
equipados con columnas capilares de alta resolucién permiten su aplicacion a casi todo
tipo de muestras. Sin embargo, dado que los triglicéridos son compuestos no volatiles,
no pueden ser analizados de una manera directa. En consecuencia, es necesario
derivatizar los analitos para que sean adecuados para el analisis mediante esta técnica.
La reaccion de transesterificacion de triglicéridos es el proceso de derivatizacion
comunmente empleado en el analisis por cromatografia de gases. Esta reaccion se basa
en la formacion de esteres de cadena corta a partir de un triglicérido con un alcohol,
cuando se utiliza metanol se forman ésteres metilicos de acidos grasos que son la forma
mas aplicada en el analisis del perfil de acidos grasos. Para que la reaccion de
derivatizacién proceda, se requiere usar un catalizador homogéneo acido o basico. El
trifluoruro de boro es el catalizador acido mas empleado en la formacion de ésteres
metilicos. Sin embargo, se ha descrito que tiene como desventajas la formacién de
iIsdbmeros en los sistemas conjugados, ademas de ser toxico y corrosivo [1].
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A pesar de presentar rendimientos altos, el uso de catalizadores homogéneos supone un
problema para su reutilizacion ya que son dificiles de recuperar para ser usados en mas
de un proceso. Para evitar esos problemas, se ha propuesto el uso de catalizadores
heterogéneos basicos, basados en 6xido de calcio (CaO), en la obtencion de ésteres
metilicos mediante transesterificacion.

El CaO es un buen candidato como catalizador heterogéneo ya que es abundante, su
produccion es econOmica y presenta una reactividad aceptable en la reaccion de
transesterificacion de triglicéridos para formar biodiesel. EI CaO puede obtenerse de
piedra caliza y de materiales que son considerados desperdicios como cascara de huevo,
huesos, residuos de la industria de la construccion, entre otros [2]. El presente trabajo
propone evaluar la factibilidad del uso de CaO en la obtencion esteres metilicos para la
determinacion del perfil de &cidos grasos mediante cromatografia de gases, empleando
aceite de oliva como muestra conocida.

Parte Experimental

El catalizador de CaO se sintetiz6 a partir de cal comercial, la cual se calciné a 800 °C
por 4 horas para favorecer la formacion del oxido. Considerando la reaccion de
transesterificacion, se evaluaron relaciones molares MeOH/Aceite de oliva para
garantizar la formacion de los productos durante la sintesis para el analisis del perfil de
acidos grasos en aceite de oliva. Se realizaron tres experimentos bajo las siguientes
condiciones: temperatura de 70 °C, 0.07 g de catalizador, 1.5 h de reaccion y tres
diferentes cantidades de metanol en relacibn molar metanol/aceite (10.0, 12.5 y 15.0).
Las reacciones de transesterificacion de aceite de oliva se realizaron en una ampolleta
de vidrio de 5 mL a la que se le adicion6 catalizador, metanol y aceite. La ampolleta se
sellay se introduce a un horno precalentado a 70 °C durante el tiempo antes mencionado.
Concluida la reaccién, se observa la presencia de 3 fases: sélida (inferior), fase oleosa

(intermedia) y fase polar (superior). Con wune
ol eosa y se mezcla con 400 eL delanhexan®.cdd uci - n
mezcl a se i nsndiwisiéade(flWo)en urectomatdgrafo de gases con detector

de ionizacion en llama (FID, Agilent Technologies 6890N Network GC System)
empleando una columna SGE-BPX70 (30 mx0.32 mm, 70 % de cianopropil polisilfenileno
siloxano). La rampa de temperatura de separacion es de 5 °C/min desde 50 °C hasta 220
°C teniendo un tiempo de analisis de 44 min.

La evaluacion de la exactitud se realiz6 comparando los resultados obtenidos utilizando
BFs como catalizador [4]. Se pesan 0.3 g de aceite, se agregan 6 mL de metdxido de
sodio y se hace reaccionar a reflujo por 10 minutos a 120 °C. Al finalizar el tiempo se
agregan 6 mL de BF3y se mantiene a reflujo por 15 minutos, al terminar la reaccion, se
realiza una extraccion con 6.0 mL de hexano, analizando la fase de hexano en el
cromatografo de gases a las mismas condiciones instrumentales.
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Resultados y Discusion

Las cantidades adicionadas de metanol se encuentran en exceso (relacion molar
MEOH/aceite de 10.0) porque se ha descrito que el uso en exceso de metanol promueve
el desplazamiento de la reaccion hacia la formacion de ésteres metilicos [2]. Se realizaron
los andlisis de perfil de acidos grasos por cromatografia de gases correspondientes a los
tres experimentos a distintas relaciones molares MeOH/aceite, 10.0/1.0, 12.5/1.0 y
15.0/1.0.

Los cromatogramas obtenidos (Figura 1) muestran las sefiales asignadas a los cinco
acidos grasos predominantes en aceite de oliva: acido palmitico (C16:0), acido
palmitoleico (C16:1), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1) y acido linoleico
(C18:2). Los resultados son congruentes con la composicion del aceite de oliva descrito
por el codex alimentarius [5]. Utilizando la relacion de las sefiales del C18:1/Estandar
interno (Figura 2), se puede observar que la relacion de sefiales disminuye conforme
aumenta la relacion de reactivos, se ha descrito que, al adicionar un exceso de metanol
con una relacion molar MeOH/aceite mayor a 12.0, el equilibrio se desplaza hacia los
reactivos. En reacciones de sintesis de biodiesel se ha descrito que el valor adecuado de
la relacién molar MeOH/Aceite esta en alrededor de 12.0 [3].

Estandar

Estandar C18:1 —

Estandar C16:0

Cis:1

C18:2

L Cle:1

C16:0

L Ci6:1 ClS/\:i)J

ci8:1

C16:0
c16:1 C18:0 C18:2

17 19 21 23 25 27 29 31
Tiempo de retencion (minutos)

Figura 1. Cromatogramas de los experimentos de transesterificaciéon de aceite de oliva a diferentes
relaciones molares MeOH/Aceite.
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Considerando que el perfil de acidos grasos se obtiene mediante sumatoria de areas, se
determind el perfil en las tres relaciones mencionadas empleando el catalizador de CaO,
y la metodologia oficial (BFs/MeOH) [4], los resultados se presentan en la Tabla 1. El
andlisis de varianza del contenido de &cidos grasos no presenta diferencia significativa
entre las tres relaciones (p>0.05), adicionalmente al compararse los resultados con la
metodologia oficial tampoco existen diferencias significativas (p>0.05).

1.0
2
550.8 -
o C
? 5 0.6 -
3%
c*‘304
O 0 . E
8
D o
X 4 -
QO.2
0.0

(10.0/1.0) (12.5/1.0)

Relacion MeOH/Aceite
Figura 2. Relacién de sefiales C18:1/Estandar Interno obtenidas empleando CaO como catalizador y
variando la relacién molar MeOH/aceite.

(15.0/1.0)

Tabla 1. Proporciones obtenidas de ésteres metilicos a las relaciones molares de 10.0/1.0, 12.5/1.0,
15.0/1.0, BFs.

Acidos grasos 10.0/1.0 12.5/1.0 15/1.0 BFs/MeOH
C16:0 24.9 24.9 25.0 25.5
Cl6:1 2.3 2.3 2.6 1.4
C18:0 2.1 2.2 1.9 2.7
Cci18:1 59.9 60.1 59.3 61.0
C18:2 10.7 10.5 11.3 9.5

Con la finalidad de evaluar la vida uatil del catalizador heterogéneo propuesto, se
determind el nimero de ciclos que puede utilizarse. El catalizador una vez obtenido se
lava con hexano y se seca a 100°C, bajo estas condiciones se puede utilizar para tres
reacciones. Con la finalidad de identificar los reactivos involucrados en la
transesterificacion, se realizd el andlisis de Difraccion de Rayos X de polvos del
catalizador antes y después de ser utilizado. La Figura 2 muestra que el catalizador
original (Fig. 3A) es una mezcla de Ca(OH)z y CaO mientras que en el catalizador usado
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(Fig. 3B) se observa un decremento de las sefiales de CaO, lo que indica que la fase
activa es el CaO.

Conclusiones

El catalizador de CaO sintetizado a partir de cal presentd resultados favorables en la
obtencion de ésteres metilicos a partir de aceite de oliva para el andlisis del perfil de
acidos grasos mediante cromatografia de gases. Sin embargo, tras el uso en varios
ciclos, el catalizador requiere ser recalcinado, ya que el aumento de la formacién de
Ca(OH):2 disminuye su actividad.

35000

[ ]
30000 - Ca(OH),
* ca0o
25000 - b
< °
5 20000 { (B)
)
o
[0}
£ 15000 -
[e]
(@]
10000 - °
[ ]
5000 1 (A) *

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Angulo (2d)
Figura 3. Difraccién de rayos X del catalizador de CaO (A) sin utilizar y (B) con un ciclo de uso.
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Introduccion

La acrilamida (H2C=CHCONH:) es un compuesto volatil (amida insaturada) que se forma
durante el proceso térmico de alimentos como galletas, pan, cereales, café, cacao y
papas fritas [1]. Existen dos rutas de reaccion para la formacion de la acrilamida, las
reacciones de Maillard y a través de la acroleina. Las reacciones de Maillard involucran
a un aminodacido (comiunmente asparagina) y azucares reductores que por la eliminacién
de agua del azucar-proteina conjugado se forma la base de Schiff. ElI producto
descarboxilado de esta base genera a la acrilamida mediante la eliminacion de la imina
o después de la hidrolizacion. El otro precursor de acrilamida es la acroleina que se forma
en el calentamiento de aceites comestibles sobre su punto de humo. A esta temperatura,
el glicerol se degrada dando lugar a la acroleina. La acroleina al oxidarse forma acido
acrilico y produce acrilamida en presencia de asparagina [2].

La acrilamida tiene efectos citotdxicos, carcinogénicos y mutagénicos. En las células, es
metabolizada por la conjugacion con glutation por tres mecanismos diferentes: (1) no
enzimatica, (2) enzimatica (glutation-S-transferasa) y (3) reaccion de epoxidacion
mediante el citocromo P-450 CYP2EL. El metabolito de la reaccion es glicidamida que en
contraste con la acrilamida eleva la estabilidad de la formacién de aductos con el ADN
induciendo carcinogénesis [1].

Debido a los posibles efectos adversos a la salud se han desarrollado diversas
estrategias para la mitigacion de acrilamida, las cuales incluyen la seleccion de
ingredientes, almacenamiento y temperatura de proceso [3]. La acrilamida puede estar
involucrada en diferentes reacciones: adiciones nucleofilicas, Diels-Alder y radicales
libres debido a la reactividad del doble enlace vinilico. El ataque nucleofilico con tioles
(R-SH) y aminas (R-NH2) en el carbono electrofilico del vinilo de la acrilamida forma
productos secundarios que disminuyen la concentracién de acrilamida libre. Cuando la
reaccion de adicién conjugada es catalizada por un nucledfilo fuerte se genera una base
fuerte, produciendo el enolato zwitterionico, que es el intermediario responsable de la
desprotonacién del nucledfilo [4]. Por lo que, la formacion de aductos mediante la
reaccion de acrilamida y tioles (ej. glutation, cisteina y derivados) puede ser una
estrategia para mitigar a la acrilamida [5]. El objetivo de este trabajo es estudiar la cinética
de la reaccion de moléculas modelo (L-cisteina y L-glutation) y acrilamida para
comprender el mecanismo de reaccién en la mitigacién de acrilamida.
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Parte Experimental

Reactivos

L-cisteina (L-Cys), L-glutation (L-GSH) , § c-dittblms-(25itrd&b@nzoico) (DTNB),

acrilamida (ACR) y fosfato de sodio monobéasico monohidratado se adquirieron de Sigma

Aldrich (St. Louis, MO, EUA). NaOH se adquirio de Meyer (Ciudad de México, México).

Agua desionizada (sistemaMilli-Q) con una resistencia de 18. 2 |
MA, EUA).

Estudio cinético

La evaluacién consistié en dos reacciones diferentes: L-Cys (6.4x104M, 25.0 mL) y L-
GSH (6.4x10* M, 25.0 mL) con ACR (1.054x10* M, 25.0 mL), todas las soluciones se
prepararon en una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS, 60.0 mM, pH 7.3). Las
reacciones se realizaron a 70.0, 80.0 y 90.0 °C en un sistema de reflujo durante 60 min,
tomando alicuotas de 0.1 mL cada 10 minutos. La concentracion molar de tioles [R-SH]
sin reaccionar se determindé mezclando las alicuotas muestreadas con 0.5 mL de DTNB
(5.0 mM, en PBS) aforando a 5.0 mL con PBS. La mezcla se analiz6 a una longitud de
onda de 412 nm en un espectrometro Perkin ElImer Lambda 40 (Waltham, MA, EUA)
usando el software Perkin Elmer WinLab. La constante de velocidad de pseudo primer
orden (kobs) se calculo de acuerdo con [6]:

R-SH

IN ———— = -Kgpst
R-SH , obs (1)

donde [R-SH] es la concentracion de tioles a determinado tiempo y [R-SH]o es la
concentracion inicial de tioles.

Estudio teorico

El calculo de la estructura electrénica de los reactantes se llevdé a cabo mediante el
software Gaussianl16 con el funcional wB97XD y PBE, el set basico 6-311+G** para
ambos funcionales. Agua como solvente se incluy6 en el célculo de PBE con el modelo
SMD.

Resultados y Discusion

Estudio cinético

La determinacion de la concentracién de tioles ([R-SH]) se basa en el uso del DTNB para

formar acido 5-tio-2-nitrobenzoico de color amarillo, el cual se detecta
espectrofotom®tricamente a =412 nm [ 7] . En
disminucién de la concentracion de tioles respecto al tiempo (Figura 1a, 1b). A partir de

los datos obtenidos se elaboraron los graficos de In ([R-SH]/[R-SH]o) vs. tiempo (Figura

1c, 1d) presentandose una linealidad, permitiendo ajustar las reacciones a un pseudo

primer orden (R?>0.9542). La velocidad de reaccién es dependiente de la concentracion
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de tioles, lo que posibilita incluir ingredientes ricos en grupos tiol durante el tratamiento
térmico de alimentos que ayuden a disminuir la concentracion de acrilamida. Asimismo,
de las ecuaciones de linea recta con pendiente igual a -kobs Se calcularon las constantes
de velocidad, siendo mayor la constante para la reaccién con L-GSH que con L-Cys
(Tabla 1) (tobs: 4.69>tcrit: 4.30), lo que indica que la reaccion es mas favorable con L-GSH
y que la estructura quimica tiene un efecto sobre la velocidad de reaccién. De igual forma,
la energia de activacion se calculé a través de la ecuacion de Arrhenius determinando
valores de 62.19 y 30.05 kJ mol?! para la reaccion L-Cys-ACR y L-GSH-ACR,
respectivamente, indicando que se requiere mas energia en la reaccion de L-Cys-ACR.
Tomando en cuenta el efecto de la temperatura sobre la velocidad de reaccion se puede
esperar que a las temperaturas de los procesos térmicos de los alimentos la acrilamida
generada reaccione con tioles afiadidos.
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Figura 1. Seguimiento de la disminucién de la concentracion de (a) L-Cys y (b) L-GSH en reaccion con
ACR a pH 7.3 y temperaturas de 70, 80 y 90°C. Graficos de In ([R-SH]/[R-SH]o) vs. tiempo para (c) L-Cys-
ACRy (d) L-GSH-ACR.
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Tabla 1. Constantes de velocidad de pseudo primer orden (104 s1) para la reacciéon de 6.4x10* M de L-
Cys y L-GSH con 1.054x10“* M ACR a temperaturas de 70.0, 80.0 y 90.0 °C.

Temperatura (°C) | éL-Cys L-GSH
70.0 198+0.37[433+£0.11
80.0 4.37 +£0.21 | 5.84 + 0.67
90.0 6.57£0.26 | 7.73 £ 0.46

Estudio teorico

La reaccién entre ACR Yy los tioles ocurre en dos pasos: la ruptura del enlace S-H, seguido
de la formacién de aductos a través de la adicién conjugada [8], que por la migracion del
hidr-geno de#rbomse estabilea laréaccidn:

R-SH+ HZCSCHCONHZ Y R-S-H2C'CH2CONH2 (2)

La ruptura del enlace S-H se analiz6 por dos vias (radical e idnica) siguiendo la
aproximacion del estado de transicion con las especies aisladas para conocer la
naturaleza electronica de la migracién del hidrogeno y entender la cinética en la formacion
de sulfuro. Los resultados de energia de los reactivos, productos y ambos estados de
transicion de radicales y especies idnicas obtenidos se describen en la Tabla 2 para la
reaccion de L-Cys-ACR y L-GSH-ACR. Dado los valores obtenidos, se puede observar
gue la reaccion de L-GSH-ACR requiere menos energia, por lo que es mas rapida que la
reaccion con L-Cys coincidiendo con los resultados experimentales obtenidos.

Tabla 2. Parametros termodinamicos de las reacciones de ACR con L-Cys y L-GSH en kcal mol-.

Estado de
transicion Tiol Método pE opH PG
Radical L-Cys wB97XD 75.3 72 75
I6nico L-Cys wB97XD 351.4 347.4 351.2
Radical L-Cys PBE (SMD) 70 67.1 72.5
I6nico L-Cys PBE (SMD) | 159.1 155.4 160
Radical -Z L-Cys PBE (SMD) 70.5 67.5 71.7
I6nico-Z L-Cys PBE (SMD) | 152.9 150.3 155.9
Radical L-GSH wB97XD 63.5 60.2 69
I6nico L-GSH wB97XD 290.9 287.8 296.1
Radical L-GSH PBE (SMD) 68.2 64.9 71.7
I6nico L-GSH PBE (SMD) | 160.8 157.3 162.5
Radical -Z L-GSH PBE (SMD) 68.4 65 70.5
[6nico-Z L-GSH PBE (SMD) | 160.8 157.1 161.7
Energia totala O K (pE ) , ental p2 anaerg®8 K i(bpH) ,de Gi bbs a 298 K (o
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La reactividad local se analiz6 a través de los orbitales moleculares, asi como las
funciones de Fukui f*, f' y f°. Los orbitales a resaltar son el LUMO en ACR ubicado a lo
|l argo de | os orbitales desl ocal i zaQyoyd-
GSH ubicados en el &tomo de azufre del grupo tiol. Estos resultados son consistentes
con el mecanismo propuesto de un ataque nucleofilico inicial del azufre sobre el grupo
vinilo. Las funciones de Fukui permiten identificar areas locales susceptibles a ataques
electrofilicos (f'), nucleofilicos (f*) y de radicales libres (f°). En la Figura 2, las funciones
de Fukui se muestran en colores verde y azul para las partes positiva y negativa de la
funcion, respectivamente. En el caso de ACR, la mayor parte de la funcién de Fukui f'
esta sobre el &tomo de oxigeno, lo que indica que el oxigeno es susceptible a los ataques
electrofilicos, mientras que la funcion de Fukuiffs e wubi ca sobre el

lado, la funcién de Fukui f' para L-Cys y L-GSH se ubican sobre el azufre, sugiriendo la
capacidad de estas moléculas para reaccionar como nucleéfii os con el c
ACR. La funcién de Fukui f° se ubica sobre la superficie de los &tomos de azufre de L-
Cys y L-GSH, haciéndolos susceptibles al ataque de radicales libres, mientras que en
ACR, esta funcién de Fukui indica que los radicales libres estan dispersos alrededor de
la molécula. La formacién de radicales libres en la migracion intermolecular del hidrogeno
en una ruta homolitica es la ruta mas viable. Esta via explicaria porque ocurre una
reaccion mas rapida de ACR con L-GSH que con L-Cys.

f()

Estructura

T+ e %

o A Ay Ao L
» d ) . d ]
1 S~ T S
L-GSH e b A S b
s s s L
“'.! ol a8 ol

. | 3 .
. o o8

Figura 2. Funciones de Fukui calculadas para los compuestos estudiados.
Conclusiones

Las reacciones L-Cys-ACR y L-GSH-ACR presentaron un comportamiento de pseudo
primer orden, dependiente de la concentracion de tioles. Asimismo, se obtuvo una
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constante de velocidad mayor en la reaccion con L-GSH en comparacion con L-Cys,
ademas, mediante estudios tedricos se logro explicar el favorecimiento de la reaccion L-
GSH-ACR. Por otro lado, se observo que en la reaccion tioles-ACR, la ruptura del enlace
S-H puede llevarse a cabo mediante dos vias (i6nica y radical). El uso de tioles de fuente
natural puede ser una alternativa en la mitigacién de acrilamida en muestras de alimentos.
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CARACTERIZACION DE LOS AMINOACIDOS PRESENTES EN DOS VARIEDADES
DE GARBANZO CULTIVADAS EN MEXICO POR HPLC
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Introduccion

El garbanzo es de los cultivos mas antiguos, debido a que presenta bajos requerimientos
durante su siembra. Se ha cultivados desde hace mas de 9500 afios, en donde los
principales vestigios se han dado en Turquia hasta Iran [1,2].

Los centros de biodiversidad del garbanzo se encuentran en Pakistan-Afganistan, Iraq,
Turquia y Libano [3]. Considerando la distribucion geogréfica, el garbanzo se puede
clasificar en dos ti pos, Adesi O (originario
Mediterrdneo). En México el tipo de garbanzo que se cultiva es proveniente del
mediterraneo (Francia, Espafia e Italia) y de la regién asiatica (India y Afganistan); el tipo
de garbanzo proveniente del mediterraneo es el que se emplea para consumo humano
(kabuli), mientras que el garbanzo proveniente de la regién asiatica es el que se considera
como garbanzo forrajero (desi) [4].

El garbanzo es un grano de gran importancia a nivel mundial, ya que es una leguminosa
gue se destaca por su contenido en carbohidratos y proteina. De esta ultima puede llegar
a contener hasta 22 % de su composicion [5]. Dentro de las proteinas presentes en el
garbanzo destacan las de reserva, en donde el 70 % del contenido proteico del grano son
globulinas, mientras que del 10 al 20 % corresponde a albuminas [6]. En algunos estudios
se ha observado diferencias en la concentracion de proteinas ente el garbanzo tipo desi
y kabuli. Debido a que en su mayoria son proteinas de reserva, estas presentan baja
cantidad de aminoacidos que contienen azufre, como son la metionina y cisteina, pero es
rico en lisin y arginina [7].

El objetivo de este trabajo es la identificacion de los aminoacidos presentes en dos
variedades de garbanzo perteneciente al tipo desi y kabuli cultivadas en México, con la
finalidad de evaluar el aporte nutricional de la proteina que contiene cada una.

Parte Experimental

Materia prima

En este trabajo se emplearon granos de garbanzo de dos variedades, la primera del tipo

kabul i ARCosta 20040 y | a segunda tipo desi nE
Celaya Guanajuato, correspondientes a la cosecha 2018.
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Caracterizacion quimica del garbanzo

Para caracterizar los granos de garbanzo, en primer lugar, se realiz6 el analisis proximal
de los granos determinando el contenido de proteina, humedad, cenizas y lipidos segun
lo reportado por Pearson [8].

Identificacion de aminoacidos en los granos de garbanzo

Hidrolisis. Para la identificacion de aminoacidos primero se realizd una hidrolisis de la
proteina presente en los granos, en donde se coloco la muestra con una solucion de HCI
6 M a una temperatura de 120 °C por 24 h, para posteriormente agregar una solucion de
NaOH 8 M hasta llegar a un pH 2.2, y se almacenaron en frascos ambar hasta su posterior
uso [9].

Equipo. Cromatografo de liquidos de alta resolucién (HPLC) Shimadzu (Kyoto, Japon),
con bomba LC-10ATvp, mezclador SIL-10A, desgasificador DGU-14A, horno CTO-
10Avp, controlador CBM-20A y detectores de fluorescencia RF-20A y de arreglo de
diodos SPD-M20A (DAD), acoplados a una computadora con software LC Solutions.

Derivatizacion. De las muestras hidrolizadas se colocaron 5 L en viales, agregando 30
uL de agua destilada y 25 yL de OPA/2ME (125 mg de o-Ftalaldehido, 2 mercaptanol,
tetrahidrofurano diluido en 1 mL de metanol con 50 pL de mercaptanol, aforado a 5 mL
con solucion saturada de borato de sodio pH 10). Se agitaron por 1 min y se inyecto en
los siguientes 2 min [10].

Separacion. Se inyectaron 5 L del derivado en una columna de fase inversa Amino Acids
C18, 60A, 4 um, 3.9 mm X 150 mm, con un flujo de la fase moévil de 1 mL/min,
monitoreando la sefial fluorescencia a una | ex=360 nm y una | em=455 nm. La fase moévil
fueron las siguientes soluciones, en el gradiente descrito en la Tabla 1.

Eluente A: Buffer de fosfato 0.08 M pH 7.2

Eluente B: Metanol-Buffer fosfato 0.08 M pH 7.2 (55:45)

Tabla 1. Descripcién del gradiente de composicion vs tiempo para el analisis de aminoacidos por HPLC.

Tiempo (min) % Eluente A % Eluente B
0 100 0
15 70 30
45 30 70
70 0 100
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Identificacion. Para la identificacion de los aminoacidos se empled una mezcla de
estandares de la marca Fluka (09418) en una concentraciéon de 0.01 M en solucién de
acido clorhidrico 0.1 M.

Resultados y Discusion

Caracterizacion quimica de las variedades de garbanzo

La composicion quimica de los garbanzos estudiados es una fuente importante de
informacion, dado que a partir de las propiedades quimicas que presenten estos granos
se puede establecer posibles usos para el desarrollo de nuevos productos, en especifico
de una bebida vegetal, ya que se requiere un alto contenido de proteina. En la Tabla 2
se presentan los resultados obtenidos del andlisis proximal.

Tabla2.Composici -n qu2mi patdendaybédcCnest@ERL0046 por cada 1

Las letras diferentes en cada fila indican dife
Componente/variedad 6 El Pad6Cost a
Carbohidratos (g) 63.83+1.032 67.88+1.39°
Proteina (g) 14.08+0.85° 11.45+0.562
Grasa (g) 2.84+0.182  5.99+0.04°
Humedad (g) 10.11+0.30° 8.41+0.142
Fibra (g) 0.44+0.88> 2.73+0.322
Cenizas (g) 3.33+0.032  3.54+0.01°

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede observar que los garbanzos de la

vari edRat r6End presentaron mayor contenido de
comparados con | os granos de garbanzo vari eda
con las condiciones y el tipo de suelo de cultivo; aspectos genéticos y caracteristicas

propias de esta variedad, lo que ha hecho que esta variedad, principalmente sea

empleado como alimento animal, ya que se requiere mayor contenido de este compuesto

para el crecimiento de ganado. En cuanto al
carbohidratos fue mayor, al rededor de 4% m8s, en comparaci
Patr - no, teniendo diferencia significativa (

almidones puesto que estos son los principales carbohidratos presentes en leguminosas.
Otro componente de sumo interés es la fibra, ya que esta relacionada con el desarrollo
de alimentos funcionales, por lo que su presencia en un producto aumenta su valor en el
mercado, observando que el garbanzo OEddo Patr -t
con | a variedad oO0Costa 2004606: presentando di
concuerda con lo reportado en la literatura [11i 15]; en donde se menciona que el
garbanzo tipo desi (forrajero) presenta mayor contenido de fibra en comparacion con el
garbanzo tipo kabuli (blanco). También es importante destacar el alto contenido de lipidos
que presentaron ambas variedades, siendo al menos del doble de lo reportado por la
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literatura (5%), lo cual puede estar relacionado con el tipo de variedad; asi como las
condiciones de cultivo que tuvo el grano.

Dentro de los parametros evaluados a los granos de garbanzo también se determiné la
presencia de aflatoxinas, con la finalidad de evaluar si el grano presentaba las
caracteristicas de inocuidad necesarias para la elaboracion del producto. En ambos
casos no presentaron aflatoxinas indicando con ello que el garbanzo puede ser
procesado para la elaboracion de la bebida vegetal y que fue almacenado de forma
correcta.

Identificacion de aminoacidos presentes en granos de garbanzos de dos variedades
En la Figura 1 se presenta el cromatograma con los resultados obtenidos correspondiente
a |l a variedad fACosta 20040

mV
1000+

Det.B Ch1

7504
Val

5004

Isoleu

Fen Lis

2504

0 10 20 30 40 50 60 70
min

1 Det.B Ch1/360nm - 465nm
Figural.l denti ficaci-n de amino8cidos presentes en

La identificacion de cada sefial del cromatograma de la variedad Costa, fue realizada en
base a: 1) la comparacién con los tiempos de retenciéon del cromatograma de la mezcla
de estandares de aminoéacidos y 2) por adicion de estandares seleccionados a las
muestras problema y aumento en su altura.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede observar que dentro del grano de
garbanzo se encuentran presentes los diferentes aminoacidos esenciales, con excepcion
del triptéfano y cisteina, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura, puesto que el
garbanzo es deficiente en aminoacidos azufrados [6].

En el caso de la variedad el patrén se presenta el cromatograma correspondiente a la
identificacion de aminoéacidos en la figura 2.
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La identificacion se realiz6 utilizando el mismo procedimiento del cromatograma de la
Figura 1. Al igual que en el caso de | a variec
de |l a variedad AEI Patr - -no, nNo t enemporantepr es en
mencionar que la presencia de la histidina dentro de los granos de garbanzo se destaca

con una sefial mas intensa con respecto a los otros aminoacidos. Por otro lado, de

acuerdo con algunos autores [16], el contenido de Ac. Aspartico, Ac. Glutdmico y arginina

puede llegar a alcanzar hasta los 42.16 g / 100 g de proteina contenida en el grano, lo

cual es muy relevante ya que, aunque en este estudio no se cuantifico el contenido de
aminoacidos, se puede llegar a deducir que la suma de estos aminoacidos presentes en

el grano puede llegar a ser relevante, comprobando asi que el garbanzo es una fuente

importante de estos aminoacidos.

my

Det.B Ch1
1000
His
750 Tre
500+ Ac. Asp val
Arg
Tir
Ac. Glu Pro Isoleu
250+ Ser Gli
-
o-
o 1'0 2:3 3:) 4'0 5‘0 8‘0 70
1 Det.B Ch1/360nm - 455nm e
Figura2.1 denti ficaci-n de amino8cidos presentes en el gran

Conclusiones

Es importante destacar que el contenido de proteina es mayor (aproximadamente 3 %)

en | a variedad AEI P 3 mesultados obtPrédos.al@sgeamoside ¢ o n
garbanzo de las variedades estudiadas presentan dentro de su composicion proteica los
aminoacidos esenciales, a excepcion de triptéfano en ambos casos. Destaca la presencia

de histidina con una sefial intensaenambasv ar i edades. En el caso de
20040 | a presencia de Ac. AspS8rtico y Arginine
presentes y en el caso de |l a variedad nAEI Pa

histidina. Concluyendo que ambas variedades de garbanzo poseen un potencial
tecnoldgico para el desarrollo de productos ricos en proteinas, de una fuente barata como
es el garbanzo, ademas de ser un cultivo viable para nuestro territorio por requerir poco
consumo de agua y ser resistente a la sequia.
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Introduccion

Los compuestos fendlicos, tal como el &acido 4-hidroxibenzoico (4-HBz), son muy
comunes en una gran variedad de las aguas residuales provenientes de agroindustrias.
Principalmente de industrias de extraccion de aceite de oliva, produccién de aceitunas y
de destilacién de fracciones de vinos, los cuales producen una alta contaminacion de las
aguas residuales. Especificamente, muchas de estas aguas contaminadas han sido
descritas con propiedades toxicas y con un poder de inhibir tratamientos bioldgicos para
su degradacion [1].

Varios estudios se han realizado sobre el tratamiento de este tipo de aguas residuales
para eliminar los compuestos fendlicos utilizando bacterias en condiciones aerébicas y
anaerobicas [2]. Otros métodos utilizados para la degradacion del 4-HBz han sido los
procesos de oxidacién avanzados por oxidacion con radicales libres generado en el
sistema (OH principalmente). Asi, por ejemplo, mediante ozonizacion foto asistida [3],
mediante oxidacion directa con radiacion UV (fotolisis) y TiOz2 [4], por el reactivo Fenton
[5], radiacion ionizante [6]. Sin embargo, poco se ha realizado sobre la degradacion de
este compuesto mediante radidlisis en solucién acuosa. El objetivo del trabajo es analizar
la degradacion radiolitica del acido 4-hidroxibenzoico (4-HBz) en solucién acuosa, en
diferentes ambientes, mediante la cromatografia de liquidos y por la demanda de oxigeno
guimico (COD).

Parte Experimental

Reactivos

Los reactivos y estandares fueron de la mas alta pureza encontrados en el mercado, el
acido 4-HBz, &cido 3,4-dihidroxibenzoico (3,4-DHBz), &cido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-
DHBz), benzoquinona (BQ), catecol (Cat), acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (3,4,5-THBz),
acido 2,3,4-trinidroxibenzoico (2,3,4-THBz), Na2HPO4, KH2PO4, metanol de grado
CHROMASOLYV CLAR, acido acético, fueron obtenidos de la marca Aldrich. N2O grado
absorcion atomica y Helio grado ultra alta pureza de la marca Praxair. El agua utilizada
fue obtenida de un purificador compacto Milli-Q Plus (Millipore), Water System, para todos
los experimentos de irradiacion y las disoluciones patron.

Preparacion de Muestras
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Soluciones acuosas del acido 4-HBz de 0.25 mmol/dm3 se prepararon, alicuotas de tres
mL se colocaron en viales o tubos para ser tratadas de la siguiente manera: viales
herméticamente cerrados a) saturadas con N20, b) eliminando el aire de la solucion
burbujeando helio y c) tubos abiertos conteniendo O2 del aire disuelto.

Irradiacion de las Muestras

Tanto los viales como los tubos fueron irradiados con rayos gamma provenientes de una
fuente de Cobalto-60, tipo Gamma-beam PT 651, localizada en el Instituto de Ciencias
Nucleares de la UNAM. La razén de dosis utilizada fue de 87.7 Gy/min. La determinacion
de la razon de dosis se realiz6 usando el dosimetro de Fe-Cu.

Analisis de las Muestras Irradiadas

Como la radiacion ionizante induce cambios quimicos, las muestras fueron analizadas
inmediatamente después de una dosis de radiacién aplicada. Para ello se utilizé6 un
cromatografo de liquidos Agilent 1100 LC, el cual cuenta con un detector UV-visible de
arreglo de diodos y un detector de masas. Para los analisis se requirié de una columna
Phenomenex, Luna 5 e&m, C18 (2), 150 1 4.
amortiguadora de fosfatos 10 mmol/dm3 a pH 3y 13 % metanol y un flujo de 0.45 mL/min.
En el caso de utilizar el detector de masas, el eluyente cambio a 90 % de solucion acuosa
con un 1 % de &cido acético y 10 % de metanol y el detector fue usado con una fuente
API-ES en modo de polaridad negativa. Todos los productos (picos en el cromatograma)
fueron identificados por su tiempo de retencion, su espectro UV y su patrén de
fragmentacion de masas, todo esto fue comparado con muestras auténticas. La
concentracion de los productos formados de la degradacion del acido 4-HBz fueron
determinados de las éareas del pico obtenido utilizando el software Chemstation,
integrando los picos en su méxima longitud de onda.

Demanda Quimica de Oxigeno (COD por sus siglas en inglés)

Se preparé una curva de calibracién a partir de un estandar de la demanda quimica de
oxigeno, solucion (Hach) de 300 mg/dm? de ftalato acido de potasio. Para la obtencién
del COD, alicuotas de 2 mL de la solucién irradiada se adicion6 a tubos de digestién de
la marca Hach 150 mg/dm? de COD, los tubos se calentaron en un reactor por 2 horas a
150°C. Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y fueron analizada usando un
espectrofotometro de luz UV a 450 nm. Los resultados se obtuvieron como el promedio
de un minimo de tres muestras.

Resultados y Discusion
Consideraciones
En la radidlisis del agua se generan las siguientes especies [7]

3H,0 —— e, + HT+ TOH+ H,0, + H, (1)

| SSN: -73705p81lt t ps: / / tagam. amga. or g. mx/




TEORIA Y APLICACIONES
DE LA QUIMICA ANALITICA
EN MEXICO

N“Zmefdlo ewercoembre 2023

Ademas, si antes de la radiolisis se burbujea el agua con N20, el electron acuoso es
convertido al radical hidroxilo segun la siguiente reaccién [8] haciendo la solucion
totalmente oxidante.

€ac+ N;O+ H,O—= 'OH+ OH + N, 2

Formacion de los Productos de Degradacion del Acido 4-HBz

La Figura 1 muestra un cromatograma de los productos de descomposicion radiolitica de
una solucién 0.25 mmol/dm? del &cido 4-HBz que fue irradiada a una dosis de 10.7 kGy
en un ambiente airado.

De los productos primarios de la degradacién del 4-HBz, el producto que se forma
principalmente por la reaccion del radical OH con el anillo aromatico es el acido 3,4-DHBz.
Su mayor concentracion respecto a los otros productos formados es debido a que la
posicion 3 y 5 son altamente activadas por la presencia del grupo -OH que esta en la
posicion 4, ademéas de que el grupo -COOH es un orientador meta y es un grupo
desactivante. Estos dos efectos se suman y hacen que el radical OH ataque
primordialmente a las posiciones 3 y 5. El 2,4-DHBz se produce en muy poca cantidad
ya que la posicidén 2 y 6 no estan activados por ninguno de los dos grupos situados en el
anillo aromatico. En el caso de la BQ, este compuesto es la oxidacion de la hidroquinona,
el cual se forma por el ataque del radical OH al grupo -COOH eliminando este grupo.

140 - 1000
~1201 I HO o
= 5002 o OH o OH o
21001 2
o
E 4 6 L oo S OH
& 80+ B ‘OH
= Looa, A + n _
S 60 La00 ™
,_.g 400,5 OH
2 40 =
=]
< L2003 OH OH ©
201 4 L | 4-HBz 2,4-DHBz 3,4-DHBz HQ BQ
oA %“B’J 2 L1

10 15 20 25 30 35
Tiempo de retencion (min)
Figura 1. Cromatograma de los productos de descomposicién de una solucién 0.25 mmol/dm? del acido 4-
HBz en ambiente airado e irradiado a 10.7 kGy (rojo y absorbancia a la izquierda), en azul muestra sin
irradiar (absorbancia a la derecha). Los picos corresponden a los siguientes productos: 1) 3,4,5-THBz, 2)
BQ, 3) 2,3,4-THBz, 4) 3,4-DHBz, 5) Cat, 6) 4-HBz y 7) 2,4-DHBz. Reaccion de oxidacion del acido 4-HBz
de una solucién saturada con N20 y sus productos radioliticos primarios.

Para proseguir con la degradacion del acido 4-HBz se tiene la produccion de otros
compuestos secundarios, ya que mientras la radiolisis continua también la produccion del
radical OH continua, por lo que se identificaron y cuantificaron tres productos secundarios
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gue se forman principalmente por el ataque del radical OH al 3,4-DHBz, estos son el
3,4,5-THBz, 2,3,4-THBz y el Cat.
[e] OH

/ HO. (0]
OH
0, OH ‘OH
A +
OH OH HO OH

< OH OH
2,3,4-THBz 3,4,5-THBz
OH
3,4-DHBz OH
: Oi
R VAL,
OH
Catecol
o

Figura 2. Formacion de los productos secundarios a dosis.

Los resultados obtenidos con el detector de masas indicaron que los tres productos
primarios tienen un peso molecular 153 Da y dos de los secundarios de 169 Da y otro
secundario de 109 Da con API-ES negativo.

Degradacion del Acido 4-HBz.

Usando la cromatografia de liquidos fase reversa, fue posible determinar el decrecimiento
de la concentracién del acido 4-HBz y la consecuente produccion y su posterior
degradacion de los productos formados de este acido en soluciéon acuosa y en tres
ambientes diferentes: a) saturada con N20, b) libre de oxigeno y c) solucion aireada. La
Figura 2 muestra este comportamiento. Como se puede ver en la figura, el &cido 4-HBz
se degrada totalmente a una dosis de 3.5 kGy en un ambiente muy oxidante como es la
solucion que esta saturada con N20. En este caso Unicamente se tienen radicales OH,
los cuales son muy oxidantes. En el caso de la solucién airada y sin oxigeno la
degradacion total se realiz6 hasta 13 kGy, este resultado es debido a la existencia de
radicales reductores (atomo de hidrégeno, electron acuoso), asi como oxidante (OH)
dando como resultado una degradacion muy similar en ambos casos.

= N,O
+ sin oxigeno
4 aireada

6 8 10 12 14 16
Dosis (kGy)
Figura 3. Degradacion del &cido 4-HBz en diferentes ambientes.

0 2 4
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La Figura 4 muestra la formacion y degradacion de los productos primarios de una
solucion 0.25 mM del &cido 4-HBz. Para el caso de la solucion saturada con N20,
unicamente existe el radical OH, asi que las posiciones 3 y 5 del anillo aromatico son
favorecidas para el ataque de este radical, formando principalmente el acido 3,4-DHBz
cercano al 100% y su destruccion empieza de inmediato a 1.8 kGy. Mientras que en las
otras dos soluciones fue necesario administrar una dosis mayor para alcanzar el maximo
de la produccion y degradacion de estos productos.

120 70 .
Sl .
T 1004 £ 60+ = BQ =
5 =2 + 3,4-DHBz k]
£ w0l 850* 4+ 24-DHBz © 30+
= 4 Aireado %_
c ~— 404 = = BQ
g 60+ S < 5 e 34-DHBz
8 ‘G 30+ N R a4 24-DHBz
£ 47 g 20 @ Sin Oxigene
3 i £ 104
2 201 e g
[+} 10 c
] 8 o]
0 : e e RUPNENVERY S B R ST ——————— e S
Dosis /kG 0 2 4 _6_8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 18
osis /kGy) Dosis /kGy) Dosis /kGy)

Figura 4. Produccion y destruccion de los productos primarios a diferentes dosis de radiacion de soluciones
acuosas del acido 4-HBz en diferentes ambientes.

En las soluciones airada y libre de oxigeno existen todos los radicales formados en la
radidlisis del agua, por lo que hay reacciones de oxidacion y reduccion, asi que el acido
3,4-DHBz se forma en un 57 % en la solucion aireada y en un 38 % en la solucion libre
de oxigeno respecto a la solucion saturada con N20. Para los otros dos productos
primarios, su formacion es minima.

La Figura 5 muestra la formacion y degradacion de los productos secundarios,
observados en el cromatograma, identificados con compuestos auténticos mediante su
tiempo de retencién y espectro UV. Como la radidlisis de la solucién continua, se forman
el acido 3,4,5-THBz y el acido 2,3,4-THBz, estos productos provienen principalmente por
el ataque del radical OH al 4cido 3,4-DHBz. El catecol se forma por el ataque de un radical
hidrogeno a la posicion ipso del &cido 3,4-DHBz en el caso de las soluciones que contiene
oxigeno y libre de oxigeno. Sin embargo, casi no se forma en la solucion de N20 debido
a que no hay el radical hidrégeno en esa solucién. Nuevamente el principal producto es
formado por el ataque del radical OH a la posicidén 5 en las tres soluciones. El &cido 2,3,4-
THBz se forma en menor cantidad ya que se tiene impedimento estérico por la presencia
del grupo acido. Tanto en la solucién aireada como en la libre de oxigeno, el catecol
alcanza un maximo de produccion hasta los 8 y 10 kGy, respectivamente.
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Figura 5. Formacion y degradacion de los productos secundarios formados en la degradacion de acido 4-
HBz en tres diferentes ambientes.

Demanda Quimica de Oxigeno

La rapida oxidacibn de compuestos organicos en solucion acuosa puede ser
caracterizado mediante el COD. Examinando los cambios del COD después de la
irradiacion de los tres diferentes ambientes de la solucién acuosa 0.25 mmoles/dm? del
acido 4-HBz, se puede observar en la Figura 5 que el COD decrece al incrementar la
dosis de radiacion.

Fa (%)) (%3]
[&)] o (8]
I TR S|

COD (mg/dm?)
[ ] $a
(4] o

| = Libre de oxigeno
251 ® Aireado
{14 N,O

&

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dosis (kGy)

Figura 6. Demanda Quimica de oxigeno de una solucién acuosa del acido 4-HBz irradiada a diferentes
dosis y en tres ambientes diferentes.

La pendiente del COD como funcion de la dosis corresponde a la cantidad de miligramos
de oxigeno que fue consumido. Asi, el COD de la solucion en ausencia de oxigeno fue la
menor (-0.55 mg de O2 dm kGy'), en presencia de oxigeno fue de -1.18 mg de Oz dm-
3 kGy?, ya que esta solucion ademas de tener los radicales formados en la radidlisis del
agua, también se tiene el oxigeno que reacciona con el electron acuoso y con el atomo
de hidrégeno produciendo peréxidos, haciendo que la solucidon sea mas oxidante. Como
se muestra en la Figura 4 la solucion mas oxidante (saturada con N20) fue la que presento
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mayor rapidez de degradaciéon mostrado por el valor del COD de -2.95 mg de O2 dm™
kGy?, ademas, de que su degradacion fue total a una dosis menor.

Conclusiones

Mediante cromatografia de liquidos acoplada a un detector de arreglo de diodo de luz UV
y a un detector de masas, fue posible identificar los productos primarios y secundarios de
la degradacion radiolitica del acido 4-HBz en solucion acuosa. La degradacion de este
acido también se observé mediante la cromatografia, los resultados indican que la
degradacion depende del ambiente en que se irradia la solucion, siendo mayor en la
solucion saturada con N20, seguida por la solucidbn que contiene oxigeno (aire) y en
menor proporcion aquella libre de oxigeno. EI COD observado por espectrometria de luz
UV indica que la solucion mas oxidante destruye al acido en estudio mas rapidamente.
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Introduccion

La tartrazina también conocida como Amarillo 5 0 E 102, es uno de los colorantes azoicos
mas empleados actualmente en la industria de los alimentos incorporandose en bebidas,
dulces, reposteria, helados, gelatinas, entre otros. Este colorante es un aditivo que se
emplea para mejorar la apariencia de los alimentos, sin embargo, se le ha relacionado
con una amplia gama de problemas de salud, dafios en el rifidén e higado, neurotoxicidad,
genotoxicidad e incluso cancer, por mencionar algunos [1]. Debido a sus efectos
secundarios la organizaciéon mundial de la salud ha establecido una ingesta diaria
admisible de 7.5 mg kg de peso corporal por dia [2], ademas, a partir del 2010 los
alimentos que contengan tartrazina deber 8n |
actividad y |l a atenci-n en ni fYoso. En M®xi co,
la Norma Oficial Mexicana NOM-218-SSA1-2011 la cual permite como cantidad maxima
100 mg L de tartrazina en bebidas comerciales, por ello se requieren técnicas que
permitan su determinacion y cuantificacion de manera adecuada, entre las técnicas mas
utilizadas se encuentran: 1) La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), esta es
la técnica méas aplicada para la determinacion debido a su alta sensibilidad y selectividad
[3], sin embargo, resulta costosa y su aplicacién a menudo requiere el uso de cantidades
significativas de solventes y 2) la espectrofotometria UV-Vis, a pesar de ser ampliamente
utilizada para la determinacion de tartrazina, carece de especificidad y puede sufrir una
mayor interferencia debida a los componentes en la matriz [4], por lo que se requiere la
aplicacion de tratamientos de muestra para la limpieza y asi eliminar componentes que
pueden interferir en el analisis.

Dentro de las estrategias para limpieza y extraccién de tartrazina se han preferido
aguellas basadas en fase sélida y sus variantes debido a su versatilidad y facil operacion.
Las técnicas de extraccion en fase solida se basan en el uso de materiales adsorbentes
donde el analito es retenido y posteriormente eluido con el solvente adecuado. Se han
empleado materiales adsorbentes como Cis, estructuras metal organicas, polimeros
molecularmente impresos, polimeros conductores y compuestos carbonosos [2]; de estos
ultimos siendo el carbén activado el mas destacado y preferido para el analisis de
colorantes debido a que posee una estructura microcristalina laminar formada por capas
paralelas de anillos regulares de 6 atomos de carbono. La capacidad adsorbente del
carbon activado depende del area superficial interna que generalmente se encuentra
entre 500-1500 m? g*. Quimicamente el carbén activado se compone ademas de carbén,
de una pequefia porcion de minerales, hidrégeno y oxigeno que se enlazan para formar
grupos funcionales como carbonilo y fenol, confiriendo un caracter acido-base y la
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abundancia de diversos grupos funcionales [5]. A pesar de su versatilidad, el carbon
activado tiene el inconveniente de ser dificil de separar de la matriz acuosa donde se ha
dispersado. Con la finalidad de compensar esta limitante se han desarrollado alternativas
para la incorporacion de este material aplicando métodos de sintesis para inmovilizar y/o
depositar el carbén activado, no obstante, requieren de protocolos laboriosos y consumo
elevado de reactivos. Recientemente se ha descrito la fabricacion de adsorbentes a partir
de desechos plasticos. Entre los polimeros reciclados se encuentra el poliestireno (PS)
empleado como adsorbente o soporte, el cual presenta una versatilidad para
transformarse en diversas morfologias, por ejemplo: peliculas, particulas vy fibras, los
cuales son materiales adsorbentes de facil y econdémica preparacion [6].

Por lo anterior, el presente trabajo propone la evaluacion de fases adsorbentes fabricadas
a partir de carbdén activado y desechos de PS como soporte para la determinacién y
cuantificacion de tartrazina en muestras de bebidas no alcohodlicas mediante
espectrofotometria UV-Vis.

Parte Experimental

Fabricacion de fases adsorbentes

Se sintetizaron las siguientes tres fases adsorbentes a partir de PS reciclado y carbén
activado en polvo de origen vegetal:

1. Esferas PS:Carbon activado (1:1, p:p): Se disolvio el PS reciclado en dimetilformamida
(15% p/v), a la disolucién se adicion6 carbon activado y se agité hasta obtener una mezcla
homogénea. La mezcla se gote6 en un vaso de precipitado que contenia agua en
agitacion. Las esferas son retiradas del medio acuoso y se reservan para posteriores
pruebas.

2. Columnas monoliticas PS:Carboén activado (1:1, p:p): Se disolvié PS en acetona (15%
p/v) y se agreg6 carbdn activado. Se formd una esfera con el total de la mezcla que se
deposité en una jeringa de cristal. La jeringa se colocé en una estufa a 60.0°C por 12
horas para secar la mezcla.

3. Peliculas de carbén activado soportadas en papel filtro: Se prepard una disolucion de
PS en tetrahidrofurano al 15% p/v. Un trozo de papel filtro de 1.0 x 2.0 cm fue sumergido
en la disolucién de PS previamente preparada. El disolvente se evapord a temperatura
ambiente hasta la sequedad total de la pelicula. Posteriormente, la pelicula fue sumergida
en dimetilformamida e inmediatamente se introdujo en un recipiente con carbén activado
para su deposicion superficial.

Evaluacion de la capacidad adsorbente de las fases sélidas

Existen diversos factores que influyen significativamente en el proceso de retencién de
colorantes, por ejemplo, la naturaleza y masa del adsorbente o el tiempo de contacto.
Con la finalidad de conocer las mejores condiciones para llevar a cabo la retencion de
tartrazina se aplico un disefio experimental Taguchi Lo, la Tabla 1 muestra los factores y
niveles evaluados, se aplicé la modalidad de extraccion en fase sélida dispersiva para
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todas las fases adsorbentes. Para los experimentos del disefio experimental se empled
una disolucién estandar de tartrazina de 10.0 mg L1, el tanto por ciento de extraccion fue
seleccionado como variable de salida.

Tabla 1. Niveles y factores evaluados para determinar la capacidad adsorbente de las fases solidas.

Factor Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Volumen muestra ( 10.0 20.0 30.0
Vm, ML)
Masa adsorbente 100.0 200.0 300.0
(Mads, MQ)
Fase adsorbente Esfera Columna (C) | Pelicula (P)
(faas) (E)
Tiempo de contacto 15 30 45
(t, min)

Analisis de muestras

Se analizaron 6 muestras de bebidas no alcohdlicas por triplicado que contienen
tartrazina, las muestras se desgasificaron mediante ultrasonido por 5 minutos, se tomaron
2.0 mL de cada una de las muestras y se diluyeron con agua desionizada a un volumen
de 10.0 mL.

La metodologia optimizada para el analisis de tartrazina comprende las siguientes
etapas: a) 200.0 mg de pelicula soportada en papel filtro se activaron con 2.0 mL de
MeOH seguido de un lavado con 2.0 mL de agua desionizada; b) 10.0 mL de muestra se
adicionaron a la pelicula activada; c) la mezcla se agit6 mecanicamente durante 45
minutos; d) se retirod la pelicula de la disolucién y se lavé con 1.0 mL de agua desionizada
con el objetivo de eliminar cualquier compuesto que no sea de interés; e) la elucién del
analito se llevo a cabo adicionando 2.0 mL de NaOH 0.25 M en metanol a las peliculas y
se agitd la mezcla por 1 minuto; f) se reservé la fase liquida para su analisis mediante
espectrofotometria UV-Vis a una longitud de onda de 434 nm. La cuantificaciéon de
tartrazina se realizé mediante interpolacién en la linea de calibrado construida mediante
disoluciones estandar de tartrazina en la disoluciéon de elucién (2.0 -30.0 mgL™1).

Resultados y Discusion

Optimizacion de las condiciones de retencion de tartrazina

En el presente trabajo se evalué la capacidad adsorbente de las fases soélidas elaboradas
a partir de desechos de PS y carbdn activado mediante pruebas de retencion de tartrazina
en disolucion acuosa. Se fabricaron tres morfologias distintas (Figura 1); esferas,
columnas monoliticas y peliculas de carbon soportadas en PS y papel filtro, estas
morfologias fueron seleccionadas para comparar su capacidad adsorbente debido a que
se han descrito que presentan propiedades adecuadas para su aplicacion en diferentes
matrices y analitos. Las tres morfologias poseen alta area superficial, adecuada
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distribucion de poro, excelente estabilidad quimica y la posibilidad de ser retirados
facilmente del medio donde se han dispersado [6].

Una vez obtenidas las tres diferentes morfologias y con el fin de comparar su capacidad
de adsorcion hacia tartrazina y las condiciones adecuadas para la retencion de la misma
se aplicé un disefio factorial Taguchi Le. Los factores evaluados fueron: cantidad de
muestra (10.0, 20.0 y 30.0 mL), masa del adsorbente (100.0, 200.0 y 300.0 mg),
morfologia del adsorbente (E; esferas, C; columnas monoliticas, P; peliculas de carbén
activado soportadas en PS y papel filtro) y tiempo de contacto (15, 30 y 45 minutos).

IIII]IHI!Illl'lllilillilIII|I|H||I|I|’|||||H||il
MM i - - .
cm 1 2| 3 4 5
Figura 1. Fases adsorbentes fabricadas a partir de carbon activado y PS.

Las mejores condiciones para la extraccion de tartrazina se obtuvieron a partir del analisis
de los resultados e interpretacion del grafico de medias que se muestra en la Figura 2,
las cuales son: 10.0 mL de muestra se mezclan con 200.0 mg de peliculas de carbon
soportadas en PS y papel filtro, la mezcla se debe agitar 45 minutos. Estas condiciones
se evaluaron por triplicado obteniendo un valor 6ptimo de 95.5 (%DER=1.8). Entre las
variables evaluadas, la morfologia del adsorbente es relevante debido a que nos permite
seleccionar la fase que muestra una mayor capacidad de adsorcion y afinidad hacia el
analito. Las peliculas de carbon activado soportadas en PS y papel filtro proporcionan
los mayores resultados de recuperacion de tartrazina, a pesar de que es el adsorbente
con la menor proporcion de carbon activado (4.0%) en comparacion con las columnas y
esferas (50.0%), esto se puede atribuir a que el carbén activado se encuentra
mayormente disponible en esta morfologia y le proporciona una mayor area superficial a
la fase adsorbente. Posterior a la retencion de tartrazina se procedio a la elucion del
colorante como se mencion6 en la parte experimental.

Pardmetros analiticos y validacion de la metodologia

La determinacion de tartrazina se realizé construyendo una linea de calibrado utilizando
disoluciones de tartrazina disuelta en el eluyente en un intervalo de concentraciones entre
2.0-30.0 mg L. La linea de calibrado presenta un R?=0.9995 con un intervalo lineal de

| SSN: -73705p81lt t ps: / / tagam. amga. or g. mx/




TEORIA Y APLICACIONES
DE LA QUIMICA ANALITICA
EN MEXICO

N“Zmefdlo ewercoembre 2023

3.3-30.0 mg L. Se obtuvo un limite de deteccién y de cuantificaciéon de 1.1y 3.3 mg L
respectivamente, la metodologia propuesta permite cuantificar tartrazina en bebidas de
acuerdo a lo establecido en la NOM.

La precision del método se evalué mediante el andlisis de disoluciones acuosas de
tartrazina (7.0, 17.0 y 27.0 mg L™1), las muestras se analizaron por triplicado durante tres
dias, los valores de desviacion estandar relativa (%DER n=3) obtenidos para cada nivel
de concentracion evaluada fueron 2.4, 0.9 y 2.1%, respectivamente.

La exactitud del método se evalu6 mediante el andlisis de 6 muestras de bebidas no
alcoholicas adquiridas en el supermercado, las muestras fueron analizadas mediante la
metodologia propuesta y el método de referencia (HPLC), los resultados se muestran en
la Tabla 2. Para cada muestra se obtuvo el promedio de las concentraciones de tartrazina
usando ambos métodos y compardndose mediante una prueba t para datos

emparejados, el valor de texperimental (2.3) es menor al valor de teritco ( 2 . 6, U=0.

que estadisticamente no hay diferencias significativas entre los resultados provenientes
de cada método.

65

60 -

S

% Extraccion

35 1

30 — .
10 20 30 100 200 300 E C P 15 30 45
m Mg (Mg f -
" - Factores o t (min)

Figura 2. Grafico de medias para los factores involucrados en la retencion de tartrazina
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Tabla 2. Contenido de tartrazina (media y %DER, n=3) en muestras de bebidas no
alcohdlicas determinado por el método de andlisis propuesto y HPLC (media).

Metodologia
Muestra propuesta (rr?g L1, (rl;:zl‘l_c_:l)
%DER, n=3)
1 19.3 (0.7) 19.8
2 36.2 (2.3) 36.5
3 30.3 (1.7) 30.7
4 30.8 (0.2) 31.2
5 9.3 (0.6) 9.5
6 22.9(2.1) 23.3

Conclusiones

La pelicula de carbon activado soportada en PS y papel filtro fue la fase adsorbente que
proporciona las mejores condiciones para la extraccion de tartrazina. Bajo las condiciones
Optimas para la retencién de tartrazina es posible obtener valores superiores al 95.0% de
recuperacion del analito en matrices acuosas y permite disefiar una metodologia de
andlisis de tartrazina contenida en muestras de bebidas no alcohdlicas obteniendo
resultados de andlisis precisos y exactos con una metodologia mas econémica respecto
al a la metodologia oficial de andlisis.
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RELEVANCIA DEL POTENCIAL ZETA EN LA OPTIMIZACION DE
FORMULACIONES DE TOALLITAS DESINFECTANTES COMERCIALES
Marbella Ramirez Pérez? Romeo Villarreal Morales?, Alejandro Rivera Hernandez?@

aGrupo AlEn - Boulevard Diaz Ordaz 1000, Privada Durango, Santa Catarina, C.P. 66150 Santa Catarina, Nuevo Ledn,
e-mail: marbella.ramirez@alen.com.mx.

Introduccion
Hoy en dia el uso de sanitizantes en presentacion de toallitas humedas se ha
incrementado tanto en la industria como en los hogares. Las toallitas hiumedas modernas
desempefian un papel importante en la prevencion de la contaminacién cruzada y
transmision de agentes infecciosos. Estan prehumedecidas con una amplia variedad de
férmulas para limpiar y desinfectar diversos tipos de superficies.

Comunmente, el material que constituye las toallitas posee una carga neta positiva en
sus fibras, mientras que los microbios tienen una carga neta negativa. Cuando estas
cargas interactian, los microbios quedan atrapados dentro de la toallita evitando
practicamente su liberacién, asi como el potencial de contaminacién cruzada entre
superficies [1].

Ciertos procesos estan fuertemente relacionados con las propiedades de la superficie
textil y con sus interacciones con el medio ambiente, por ejemplo, procesos como el
tefido, abrillantado, de suavizado, operaciones de acabado y/o de rendimiento. Se puede
utilizar la medicion del potencial zeta de la superficie para controlar y caracterizar
superficies sélidas como los textiles. La comprension de las propiedades de la superficie
permite su funcionalizacion y el desarrollo de textiles con propiedades y aplicaciones
especificas [2].

El potencial zeta es la propiedad de los materiales que mide el potencial electrocinético
en sistemas coloidales [3]; corresponde a la
diferencia de potencial entre el medio de
dispersion y la capa estacionaria unido a la
particula dispersada (Figura 1). El potencial zeta
de la fibra depende de los siguientes factores: i)
superficie de la fibra, segun esté modificada
fisica o quimicamente y ii) medio polar en que
esta inmersa la fibra [4].

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar
diversas toallitas sanitizantes para superficies a

= Capa estacionaria

Capa difusa

Potencial =

Distancia  —————

través de la interaccion entre textl T [ RDz W& WNBDY Wi 1JWa ¢ wi
tensoactivo de diferentes productos en el |55 3rq1 Ve Ra RHC WITHRAUE LE
mercado. Para ello se realiz6 un estudio bxz+HAeHS I 9W=MN

electrocinético sobre la adsorcién y desorcién
del componente activo en los diferentes tipos de fibras.
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Para la evaluacion del método R—N—°C cr R{——N—~CH, |cT
se utilizd un estandar del

componente  activo,  un o _ L ]
compuesto cuaternario de

amonio (QAT) de cuarta [ RNDatowaz=¢c qq131 U¢ | RY+ WI 1JLW¢

generacion (mezcla de cloruros

de dimetil bencil amonio, dimetil octil decil amonio, dimetil dioctil amonio y de dimetil
didecil amonio) (Figura 2).

Se utilizé tela 100 % de algoddn, de 0.5 a 1.5 g de muestra por analisis. Se evalué la
contribucion individual de cada componente de un prototipo de formula desinfectante
sobre la carga de la tela.

La formula se compar6 contra 3 tipos de telas de productos en el mercado. Se utilizé
agua ASTM Tipo Il (RICCA) y solucién electrolitica de cloruro de potasio (KCI) a una
concentracion de 1 mM (Sigma Aldrich). El equipo empleado fue SurPASS 3 (Anton Paar)
para el analisis de las superficies.

Par a el an8lisis y comparaci-n de Isaemmimuestr a
p ot e n2]la eubl dos permite conocer el efecto de la interaccion entre una superficie
sélida con un analito determinado en una solucién homogénea por medio del potencial
zeta (Zp). Esta técnica evallua pruebas de adsorcion y desorcion del analito de interés
sobre la superficie. Las condiciones medidas en cada prueba se presentan en la Tabla 1:

Tabla 1. Condiciones de medicion utilizadas

Parametro Unidad de medicion
pH
Conductividad mS/m
indice de permeabilidad *

Potencial zeta mV

*Valor absoluto, permitido entre 901 110.

Desarrollo de metodologia

Se colocd 1 mL de la solucién de activo a una concentracion de 0.445 % en 200 mL de
solucion electrolitica. A partir de esa cantidad de volumen se establecio el nUmero de
ciclos de analisis. Un ciclo de analisis corresponde a una medicion de potencial zeta de
la superficie de la tela bajo las condiciones establecidas.Un mayor niumero de ciclos
favorece la reproducibilidad de la prueba y el equilibrio de la concentracion del analito a
lo largo del sistema y en la toalla. Posteriormente se seleccioné la cantidad de volumen
de activo adicionado.

Las condiciones de operacion utilizadas se muestran en la Tabla 2. Se seleccionaron 6
ciclos (Figura 3) y 5 mL de muestra (Figura 4). Posteriormente se analizo un estandar de
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QAT con las condiciones optimizadas (Figura 5), en el cual se obtuvo un potencial zeta

(Zp) =18.1 mV
Tabla 2. Optimizacién de condiciones de método
. Peso P, .
Id prueba antldad muestra Indlce_qe pH SO E Eed Ciclo 1|Ciclo 2|ciclo 3|ciclo 4|ciclo 5|ciclo 6
activo (mL) @ permeabilidad (mS/m)
ji€laicon 1 112 5.67 1435 1235 - - - - -
electrolito
1 110 5.71 14.74 -12.03(-2.16 [-0.031] 1.09 | 1.86 | 2.31
2 111 5.82 15.45 -0.19|5.63 | 7.15| 7.8 |8.194| 8.97
Telay 3 0.5067 111 5.93 16.27 6.48 (10.94| 12 |12.32]12.47(12.56
esg‘g” 4 111 5.96 16.95 [11.04|14.63|15.13| 15.3 |15.42|15.47
0.445 % 5 109 5.99 17.61 14.89(17.49116.99117.84]18.16(18.07
6 110 5.97 18.27 16.62(19.72119.05120.04]19.18(20.26
7 108 5.96 18.87 18.9 120.23120.86(21.44(21.75|22.26
N N
4 25
2 . ° L] L]
o . 20 o L ]
] 1 2 3 4 5 6 7
-2 ) S5 [ )
E -4 £ .
E % & 10 5

Numero de Ciclos

Cantidad (mL)

Figura 3. Optimizacién de nimero de ciclos

Figura 4. Optimizacion de volumen de activo

Numero de Ciclos

4 5 6 7

Figura 5. Andlisis de estandar QAT 0.445 %, 5 mL, 6 ciclos.
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Resultados y Discusion

Caracterizacion de formulacion

Se realizo por triplicado un analisis del efecto independiente de cada componente de la
férmula propuesta sobre la tela 100 % algodon: cuaternario en agua, cuaternario en
solventes utilizados, formula sin fragancia y férmula completa. Se analizé también un
placebo sin y con fragancia. En la Tabla 3 se muestran las condiciones del analisis.

Tabla 3. Condiciones de analisis de la formulacion

V°'“".‘?” Peso pH Indlce.d.e Conductividad | Zeta Potential
Identificacién |.Solucion | tela permeabilidad
mL g - - mS/m mV
Tela N/A  |0.5556 | 5.955 105.05 13.98 -11.37
Placebo sin 0.5597 | 9.470 101.00 17.17 -10.32
fragancia
Placebo con 0.5555 | 8.874 92.74 16.60 -8.61
fragancia
QAT Yy agua 0.5556 | 6.356 105.64 17.08 15.78
5
QTY 0.5578 | 9.025 98.67 19.84 13.12
solventes
Formula sin 0.5512 | 9.383 93.44 19.60 3.40
fragancia
Formula con 0.5551 | 10.083 98.97 20.52 4.72
fragancia
n ciclos=6

QAT = compuestos cuaternarios de amonio

Placebo = férmula prototipo evaluada sin QAT

Solventes = Mezcla de compuestos orgénicos inocuos que favorecen la integracién de los ingredientes
Foérmula = prototipo evaluado (composicion de caracter confidencial)

Se determiné una carga negativa para la tela de -11.37 mV como se muestra en la Figura
6. El Zp del cuaternario en agua (a la misma concentracion de la formulacion) fue de
15.78 mV, un resultado mas alto que el de la formulacién de 4.72 mV lo que indica que
los otros componentes le estan restando carga a la formulacion.

Andlisis de desorcion

Se evalud la actividad de desorcién en toallitas sanitizantes de diversas marcas.

La desorcion es el proceso de remover los componentes de interés de una fase
estacionaria solida. Al hacer pasar solucion electrolitica a través de la tela se van

desorbiendo | os QAT y una serie de 5 cicl

Este proceso se realiza con la finalidad de obtener la carga inicial de la superficie, en este
caso la toallita, y la diferencia de potencial total. Este valor nos permite comparar la
afinidad que presentan distintas telas utilizadas comercialmente con el analito de interés
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(QAT). Esta informacion nos permite seleccionar el material éptimo a utilizar para este
tipo de productos.

A mayor diferencia de potencial, se promovera el proceso de adsorcion/desorcion del
activo (QAT) y se tendra una mayor disponibilidad del mismo en su aplicacion (lo que
tiene un efecto directo en su desempefio de desinfeccion) [5, 6].

El analisis de desorcién consistio en realizar una serie de 5 lavados con solucion
electrolitica de KCI 1 mM. Se utilizaron 100 mL de KCI para cada lavado.

Se seleccionaron dos toallitas de competencia denominadas como marca 01 y marca 02
las cuales se compararon contra un producto desarrollado internamente marca 03.

En la Figura 7 se muestra un resumen de la comparacion del analisis de desorcion de
cada una de las marcas evaluadas.

20.00 -

H

15.00 - -
15.78

10.00 A 13.12

5.00 -

3.40 4.72

0.00

Tela Placebo si Rlacebo QAT y agua QATYy Formula sin Formula
-5.00 A fragancja solventes fragancia

-8.61
-10.32

POTENCIAL ZETA (MV)
=1

-10.00 A -11.37

-15.00 -
TRATAMIENTO

Figura 6. Resultados de la caracterizacion de la formulacién y tela. n=6.

15.00
10.00

5.00

0.00 —8— Marca 1

-5.00 —@— Marca 3

Zp (mV)

-10.00 Marca 2

-15.00

-20.00 .
Lavados promedio

Figura 7. Resumen del andlisis de desorcion en Competencia

| SSN: -73705p81lt t ps: / / tagam. amga. or g. mx/




TEORIA Y APLICACIONES
DE LA QUIMICA ANALITICA
EN MEXICO

N“Zmefdlo ewercoembre 2023

La diferencia de potencial total calculada se muestra en la Tabla 4, particularmente para
la marca 03 la diferencia de potencial fue de 26.78 este valor nos indica que la adsorcion
es muy buena entre férmula T material por lo que se puede deducir que la marca 03
presenta una mejor eficiencia de adsorcion en comparacion con las otras telas.

Tabla 4. Eficiencia de adsorcién de las muestras Competencia

Marca comercial Diferencia de potencial total (mV)
marca 1 13.52
marca 2 6.4
marca 3 26.78

Conclusiones

Se logro desarrollar un método para caracterizar la interaccion entre textil i formula, este
analisis nos permite observar en resultados medibles qué tan compatible es nuestra
formulacion con el material estacionario, asi como el comportamiento que tendra después
de desorberse.

Se puede concluir que existe una alta interaccion entre la férmula a caracterizar con el
material sorbente. Dicha formula presenta una eficiencia de adsorcion alta, sin embargo,
analizando la formula fraccionada se observd que otros componentes de la férmula le
pueden estar restando carga.
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Introduccion

En quimica las reacciones de oxido-reduccion (redox) son muy comunes. Un oxidante es
definido como una especie quimica capaz de aceptar electrones después de la reaccién
redox, y un reductor es la especie quimica capaz de donar esos electrones, es decir, las
reacciones redox no pueden suceder sin la presencia de un oxidante y un reductor. Por
ejemplo, metales alcalinos como el potasio suelen ser especies quimicas altamente
reductoras capaces de ser oxidadas por el agua y produciendo cationes del metal (0

00 ©° 0 Q). En los sistemas bioldgicos, las reacciones redox son muy

importantes ya que especies oxidantes como las especies reactivas de oxigeno (02",
OHT, etc.) son responsables de la oxidacién bioldgica y estrés oxidativo [1,2]. Estas
especies reactivas de oxigeno son capaces de oxidar paredes celulares, lipidos,
proteinas, cadenas de ADN y demas moléculas tan importantes en el cuerpo humano [1-
3].

Existen especies reductoras de interés bioldgico llamadas antioxidantes, estas especies
son capaces de ser oxidadas por las especies reactivas de oxigeno antes de que oxiden
a su blanco biolégico, es decir, las antioxidantes de alguna manera actian como
protectores bioldgicos frente a especies muy reactivas [3,4]. Si bien es cierto que la
presencia de especies oxidantes son necesarias para el buen funcionamiento de los
sistemas bioldgicos, también es cierto que una concentracion elevada de estas especies
desencadena enfermedades como el cancer, Alzheimer y mas enfermedades
neurodegenerativas [5,6]. Por esta razon, las especies antioxidantes han atraido la
atencion de la comunidad cientifica para proponer nuevos y mejores métodos para la
determinacién de la capacidad antioxidante y asi prevenir problemas tan graves para la
salud.

En la actualidad existen diversos métodos que evaltan de cierto modo la capacidad
antioxidante de frutas y bebidas. Uno de los mas usados es el lamado método del DPPH,
el cual se basa en el uso del radical DPPH"que es una especie relativamente estable y
se puede tener almacenada en el refrigerador de un laboratorio, éste es un método
colorimétrico donde se monitorea la absorbancia del radical a 514 nm frente a diferentes
concentraciones de una especie antioxidante estandar (comunmente Trolox) y frente a
una muestra real [7-10]. Por otro lado el método ORAC (oxygen radical absorbance
capacity) utiliza radicales hidroxilo para acatar a la fluoresceina que presenta el fenémeno
de fluorescencia la cual disminuye con el ataque de los radicales, entonces se usan
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moléculas antioxidantes para protegerla y asi se evalla su capacidad antioxidante
[9,11,12].

También se han propuesto biosensores electroquimicos basados en la enzima Lacasa y
membranas de glutaraldehido [13] o alcohol polivinilico [14] para la estimacién de la
capacidad antioxidante de bebidas. Si bien existen mas métodos para evaluar dicha
capacidad de varias muestras, existe una busqueda constante de mejoras que propongan
al mismo tiempo nuevos métodos que puedan ser asequibles, simples de realizar, calibrar
y validar, aunque principalmente ahorran tiempo [15-17].

En este trabajo se propone la fabricacion de un nuevo biosensor amperométrico para la
medida de la capacidad antioxidante en muestras reales. El biosensor se basa en la
inmovilizacién de Lacasa en una red electropolimerizada de b-Ciclodextrina sobre un
electrodo de carbon vitrio.

Parte Experimental

Materiales y métodos

Todos los reactivos fueron grado analitico. La enzima Lacasa de Trametes versicolor
(LTv) 13,6 U/mg, betaciclodextrina (bCD) al 97%, metanol, acido sulfarico e hidroquinona
(HQ) al 99% se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Acetato de sodio al 99.5%, &cido acético al
99.7%, fosfato monobasico al 100.2%, fosfato dibasico al 99.9% todos obtenidos de J.T.
Baker. Todas las soluciones acuosas se prepararon con agua desionizada ultrapura (18.2
MWcm1).

Las medidas electroquimicas se realizaron en un potenciostato Epsilon BASI utilizando
una celda electroquimica de tres electrodos, utilizando un electrodo de carbon vitrio como
electrodo de trabajo, Ag/AgCl (3.0 M) como referencia y un alambre de platino como
electrodo auxiliar.

Membrana biosensora

Antes de la electropolimerizacién de la biomembrana, la superficie del electrodo de
carbon vitrio se limpio electroquimicamente usando voltamperometria ciclica, el electrodo
fue ciclado de -500 mV a 1.6 V en H2SO4 0.5 M hasta tener una respuesta estable.
Después de la limpieza electroquimica, el electrodo se enjuag6 con agua desionizada.
Inmediatamente después, la membrana biosensora se fabricd en una disolucién de bCD
6 mM, LTv 68 U/mL, preparada con buffer de fosfatos 0.05 M pH 5.0. La voltamperometria
ciclica se realiz6 desde -1.0 V y hasta 2.0 V vs. Ag/AgCl a una velocidad de barrido de
100 mV/s durante 30 ciclos. Después, el biosensor se lavd con agua desionizada para
eliminar el monémero y la enzima que no se quedoé atrapada. Para estabilizar la sefial del
biosensor, se aplicé un potencial constante de 0.5 V vs. Ag/AgCI por alrededor de 15
minutos en buffer de acetatos. Una vez estabilizada la sefial amperométrica del
biosensor, se probo su respuesta haciendo adiciones suscesivas de HQ 1y 10 mM en
una celda termostatada a 25 °C y en buffer de acetatos 0.1 M pH 4.5. En la figura 1 se
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presenta una representacion esquematica de la membrana biosensora y su
funcionamiento.
Hectropolimerizacisn

b-CD LTv

l

Hectrodo de carbsn vitrio

Hectrodo de carbsn vitrio

Figura 1. Representacion grafica del biosensor y su funcionamiento.

Resultados y Discusion

Electropolimerizacion de bCD sobre carbon vitrio

Inicialmente, el estudio se condujo en la electopolimerizacién de bCD sobre la superficie
de un electrodo de carbon vitrio (ECV). En primer lugar, la superficie del electrodo de
trabajo se limpié electroquimicamente en una disolucion de H2SO4 0.5 M desde un
potencial de 500 mV y hasta 1.6 V a 100 mV/s por 20 ciclos. La electropolimerizacion de
bCD fue realizada a pHs de 2, 3, 4 y 5 comenzado en un potencial de -1 V y hasta un
potencial de 2 V por 30 ciclos. Los voltamperogramas ciclicos para el proceso de
electropolimerizacion de bCD sobre el eletrodo de carbon vitrio se muestran en la figura
2.

A todos los valores de pH probados se puede ver que en el primer ciclo se presenta un
pico catddico (I) en aproximadamente -0.4 V. Para el cuarto ciclo se forman dos picos
anddicos en 0.25 V (Il) y 1.5 V (lll) aproximadamente; sin embargo, el pico (I) solo se
observa a pHs de 2 y 4, en cambio el pico (lll) se puede observar a todos los pHs. A pH
de 5y a partir del tercer ciclo se puede ver (figura 2d) un cuarto pico catédico alrededor
de -0.6 V.

La corriente de los picos incrementa en cada ciclo indicando que la membrana polimérica
de bCD se esta formando sobre la superficie del carbon vitrio. También se observa que
la corriente incrementa rapidamente hasta el noveno ciclo y para el décimo ciclo el
incremento ya es mucho menor.

o
MIOA Ot 24
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Figura 2. Voltamperogramas ciclicos de la electropolimerizacion de bCD sobre la superficie de un electrodo
de carbon vitrio: a) pH 2, b) pH 3, c) pH 4y d) pH 5.
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Electropolimerizacion de la membrana sensora

El biosensor (ECV-polybCD-LTv) fue sintetizado por la electropolimerizaciéon bCD en
presencia de LTv en buffer de fosfatos pH 5y 0.05 M, sobre la superficie de un electrodo
de carbon vitrio. Se realizaron barridos de potencial desde -1 V y hasta 2 V durante 30
ciclos y los voltamperogramas ciclicos del crecimiento de la membrana sensora se
muestran en la figura 3. Se pueden obserbar los picos tipicos del proceso de
electropolimerizacion de la bCD, esto implica que la precencia de la enzima no afecta en
la formacion de la membrana.

Figura 3. Voltamperogramas ciclicos de la sintesis del biosensor ECV-polybCD-LTv.

Evaluacion de biosensor

El biosensor ECV-polybCD-LTv se prob6é amperométricamente en 10 mL de buffer de
acetatos 0.1 M pH 4.5 en una celda termostatada a 25°C. Para estabilizar la corriente del
biosensor se impuso un potencial de 0.5 V por aproximadamente 15 minutos, después el
electrodo se enjuag6 con agua desionizada y la solucion buffer de la celda se reemplazo.
Finalmente, se hicieron adiciones de HQ de concentracion 1 mMy 100 mM. La respuesta
amperométrica del biosensor a diferentes concentraciones de HQ se presenta en la figura
4a, se puede ver que después de transcurridos los 15 minutos necesarios para la
estabilidad de la corriente en el sistema la sefial amperométrica tarda en estabilizarse
aproximadamente 3 minutos en cada repeticién. El biosensor presenta una respuesta
estable antes y después de la adiccion de diferentes alicuotas de HQ de diferentes
concentraciones. El tiempo de respuesta del biosensor es de aproximadamente 10 s para
cada adiccion.

La figura 4b muestra la respuesta amperométrica del biosensor ECV-polybCD-LTv para
adiciones sucesivas de HQ 1 mM, demostrando con esto la estabilidad amperométrica
del biosensor. Finalmente en la figura 4c se presenta la curva de calibracion del
biosensor, esta curva presenta una linealidad de la corriente en funciébn de la
concentracion de HQ desde 10 pM.
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